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La migraña es un proceso muy común y con grandes repercusiones tanto personales 
como sociales. Se estima que afecta a más del 10% de la población, siendo unas tres veces 
más frecuente en mujeres (un 65% de los casos aparecen asociados a la menstiwación) que en 
hombres, produciendo una incapacitación para realizar su trabajo. Es la segunda patología 
crónica en la infancia atendiendo a su frecuencia. 
La cefalea es el síntoma neurológico más frecuente y el principal motivo neurológico de 
consulta médica, calculándose que hasta el 80% de la población padece cefalea de foima más 
o menos habitual. En función de su origen, las cefaleas pueden clasificarse en priinarias y 
secundarias, siendo las primeras más frecuentes durante las primeras décadas de la vida, 
mientras que a partir de la cuarta década aumenta la incidencia de las cefaleas secundarias a 
diversas causas orgánicas. 
Las cefaleas primarias son las más frecuentes y el dolor de cabeza constituye en sí el 
desorden o alteración principal, sin que puedan detectarse lesiones orgánicas subyacentes. 
Dentro de éstas se incluyen la cefalea tensional, la migraña, ia cefalea en racimo3 y otras 
cefaleas no asociadas a la lesión estnictural (cefalea punzante idiopática, cefide~ por presión 
externa. cefalea producida por estímulos fríos, cefaleatusígena benigna, cefalea producida por 
el ejercicio benigna y cefaiea coital). 
Por el contmio, en las cefaleas secundarias, la cefalea es sólo un síntoma, expresidn 
secundaria de procesos intracraneales no vasculares (tumores, quistes en aracnoides, 
a n o d i d a d e s  del líquido cefalorraquídeo, infecciones); lesiones vasculares de cabeza o 
cuello (aneurismas y malformaciones vasculares, hemorragias parenquimatosas, subdurales o 
epidurales, isquemia cerebral, oclusión o disección de arterias carótidas o vertebrales, 
aiteritis); enfermedades de ojos, oídos, nariz, boca o estiucturas del cuello; o alteraciones 
sistémicas (fiebre); metabólicas (hipoxia, hipoglucemia, acidosis) o intoxicaciones 
(exposición a rnonóxido de carbono). 
En la presente Tesis Doctoral nos vamos a centrar en la migrana o jaqueca, una 
patología que afecta al 12-15% de la población adulta, si bien podemos considerar que esta 
cifra no refIeja la incidencia real, ya que en muchas ocasiones, bien por presentarse de fornia 
muy esporádica o bien por problemas culturales, las personas que la padecen no acuden al 
médico, quedando por tanto infravalorada. Entre las características epidemiológicas de los 
casos diagnosticados, cabe destacar que aproximadamente un tercio de los pacientes presentan 
dos o más crisis migrañosas por mes, es una patología claramente predominante en mujeres 
(60% de los casos), y aparece especialmente entre los 25 y los 55 afios y, con elevada 
frecuencia, interfiere en la calidad de vida y desencadena reacciones depresivas. 
La "migraña", es un término extensamente difundido a lo largo de la Historia. Galeno 
(130-200 d. de C.) destaca fa wuraleza unilateral de los ataques e introduce el término griego 
de hemikranies, que es traducido por los romanos al latín como Iternicraniiirn, para 
corromperse después a hernigrwa y de ahí a migranea. El nombre actual de rnigralia deriva 
de la traducción del equivalente francés migraine que ganó adeptos en el ámbito médico en el 
transcurso del siglo XVIIL 
La migraña se caracteriza clínicamente por un dolor intenso, generalmente de carácter 
pulsátil, que afecta a uno o ambos lados de la cabeza y se acompaña de otras n~olestizs como 
malestar de estómago o perturbaciones de la visión. A la hora de tipificar la migraña va a 
resultar de gran importancia determinar el número de episodios por año y distinguir sobre la 
intensidad del dolor entre leve (no altera las actividades diarias), moderado (dificulta los 
quehaceres cotidmosj y el severo (impide las actividades de la vida diaria). Es importante 
resaltar, además, que en un mismo paciente puede coexistir más de un tipo de cefalea e, 
inclus4 variar el patrón de la cefalea en el curso del tiempo, precisando su reevaiiiación y 
ajuste terapéutico. No todos los episodios de cefalea en un individuo se pueden clasificar, 
manifestando a veces episodios atípiws, bien por no recordar con exactitud los síntomas 
(ocurre sobre todo en los primeros ataques) o por otros motivos. 
Para la clasificación de las migrañas se siguen actualmente las directrices establecidas 
en 1988 por el Comité de la II-ES. Esta entidad clasifica los distintos subtipos de migraña en 
función de su cuadro clfnico y la presencia o no de organicidad general y neurológica. De 
acuerdo a estos criterios de la IHS se distinguen principalmente dos tipos de rnizrufia con 
características bien definidas: la migraña común y la migraña clásica (tabla 1 ). 
Tabla 1.-Subtipos ciííeos de migraña definidos por la IHS 
-i\r~graQa sin aura (migraña común): no hay síntomas visuales o sensor'irs. Se presenta con cefalea. 
náusea, vómitos, fotofobia 
-Migraña ran aum (migraña clásica): cm síntomas visudlrs o sensoriales (aura) que preceden a la 
cefalea. Dentro de Qta se distin_ourn: 
i Migraña con aura tipica: se desarrolla y dura de 5 a 60 minutos. 
I Migraaa conaura prolongada: dura entre 60 minutos y una semana. 
> MigrsUla hemipléjiea familiar: dolor de cabeza pmlongado, de horas a días, seguido de 
hemiparesia de recupemción lenta al cabo de los días. 
> Migraña vertebro-basilar O de Bickerstañ: FocalidUd del tronco del enc&falo en forma dr 
coma, diplopía o parestesias periotales. TambiSn síntomas como acúknos, rkrtigos. 
desorientación, ataxia y disartria. 
. 
I Equivalente ndgrañoso: aura sincefalea posterior 
> Mígrab con aura de  comienza agudo: el aura se desarrolla en menos de 5 niimit»s. 
imitando un accidente cerebrovascnlar agudo. 
-Migraña oftalmopléjiea: debilidad de los mdsculos oculomotore~ (menos de un 3 I< ) 
.Migraña retiniana: presentan un aura consistente en amaurosis unilateral (menos de un 1 %) 
1-1.1.-La migraña eomún 
La migraña común, o migraña sin aura, se caracteriza porque el paciente presenta un 
flujo sanguineo cerebral n o m d  y no presenta otros síntomas neurológicos. El dolor de cabeza 
se asocia con náuseas y, aunque no sea precedido por el aura, se puede observas una fase 
previa a la aparición de la cefalea, que puede durx hasta 24 horas y en ia que el paciente 
puede presentar, entre otros síntomas, cambios de apetito, humor, fatiga y retención de 
iíquidos. Una vez que aparece el dolor de cabeza, 8ste suele ir acoinpañado de otra 
sintomatología entre la que destacan tas náuseas, vómitos, fotofohia, hiperacusia, poliuria y10 
diarrea. El ataque de migraña puede durar desde horas a días y es seguido de prolongados 
intervalos sin dolor. La frecuencia de aparición de este tipo de migraña varía desde 1-2 
episodios al año hasta 1-4 episodios al mes. 
1.1.2.-La migraña clásica 
La migraña clásica o "con aura" se caracteriza porque el paciente presenta cambios en el 
flujo regional cerebral. Unos 10-30 minutos antes de la aparicidn de la crisis migtxiiosa, el 
paciente puede presentar una serie de síntomas que en su conjunto se denominan aura. Éste es 
un fenómeno neurológico, en el que además de alteraciones visuales (el paciente puede ver 
como destellos de luz o limas en zig-zag, o perder temporalniente la visión) pueden 
producirse cambiis sensoriales y motores (dificultad para comunicarse, debilidad de los 
brazos o piemas, hormigueo de la cara o las manos, y confusión). Este aura puede aparecer 
incluso sin estar asociado a la posterior cefalea. 
El dolor de la migraña clásica se desetibe como intenso y punzante, afectando 
preferentemente a la frente, la sien, e1 oído, la mandíbula o alrededor del ojo. Habitualmente 
el dolor suele empezar en un bdo de la cabeza, pudiendo extenderse hacia el otro lado. La 
duración de la crisis suele ser de 1 a 2 días. Dentro de ésta hay distintos subtipos clínicos de 
migraña resumidos en la tabla L. 
En el desarrollo de una crisis migrafiosa se pueden llegar a distinguir varias fases, si 
bien debemos resaltar que no todas ellas van a aparecer en todos los pacientes. Por orden 
cronológico, el paciente puede presentar las siguientes fases (Figura 1): 
1.2.1.-Fase de pródromo 
Puede ocurrir desde horas a días antes de la aparición de la crisis migrañosa, sieiido una 
especie de advertencia sobre la inminente aparición de Esta. Se caracteriza por la posible 
aparición de una amplia variedad de síntomas neurológicos (euforia, depresión, fonofobia, 
fotofobia, rigidez de cuello, desinhibición, hiperactividad, irritabilidad y dishnción 
congnitiva), autonómicos (bostezos, diaforesis, diarrea, estreñimiento, sed, retención de 
fluidos, sensaciónde frío, poliuria) o sistérnicos (fatiga, anorexia, ansia de alimentos). 
Por la naturaleza de estos síntomas anticipatotios se piensa que está implicada la 
activaci6n de estructuras corticales, límbicas e hiporalimicas. 
1.2.2..Fase de aura 
El aura es un conjunto de síntomas neurológicos focales, de carhcter transitorio, que se 
insiiaura lentamente durante un período de 5 a 20 minutos, dura menos de 60 minutos y suele 
preceder a la cefalea (aunque en ocasiones el aura puede aparecer simultáneamente con la 
cefalea, aiarecer con posterioridad a la misma o incluso presentarse sin cefalea asociada). 
Las alteraciones neurológicas que constituyen el aura son en la mayoría de los casos 
visuales en forma de escotomas centelleantes (comúnmente comienzan como un arco de luz 
blanca o coloreada que se va extendiendo, pudiendo tener pairón en zigzag) y en caso de 
disfunción de la retina como destellos de luz (fotopsias). Los defectos del campo visual 
aumentan de tamaño lentamente y pueden 1legar.a producir ceguera completa transiroria con  
frecuencia los pacientes describen los síntomas visuales en términos vagos, tales como visión 
borrosa, doble visión u oscilaciones. También pueden ocurrir alteraciones sensoriales como 
parestesias, en forma de adormecimiento u hormiyueo, afectando generalmente a la cara y 
manos. Las parestesias pueden durar desde unos segundos a 20-30 minutos y se propagan más 
lentamente de lo que se observa en las crisis epilépticas sensoriales y en los síntomas 
seworiales isquémicos. 
El aura sensorial, generalmente, se resuelve en el curso de unos minutos* produciéndose 
usualmente un período de latencia hasta el comienzo de las cefaleas, aunque en algunos 
sujetos se superponen temporalmente. 
Las auras motoras son raras en la migraña, pudiendo manifestarse como debilidad de las 
extremidades o de hs músculos faciales de un lado del cuerpo, sin hiperreflexia. Muchos 
pacientes describen una sensación de pesadez en las exuemidades de un lado del cuerpo antes 
de la cefalea, pero el examen murológico durante esta fase no desvela la existencia de 
ninguna paresia. 
El aura también puede aparecer en forma de alteración transitoria del lenguaje (disfasia) 
tanto de tipo expresivo como receptivo. Se caracterizan por la dificultad en la articulación o 
en la formación/compresión del lenguaje. Los distintos tipos de aura descritos se asocian con 
leve grado de confusión y dificultad de concentración. 
1.2.3.-Fase de cefalea 
Aparece un dolor de cabeza de intensidad moderzdo-severo, en un lado de la cabeza 
(unilateral) y de carácter punzante, generalmente aconipañado por náuseas. vómitos, 
sensibilidad a la luz y al sonido, fatiga y depresión. Suele durar entre 4 horas a 3 días desde la 
instauración del dolor, y con una afta fmuencia se entra en una fase de sueño profundo una 
vez que acaba la cefalea. 
1.2-4.-Fase pasdrómica 
Es la fase de "resaca", cuando el sujeto muestra estar fatigado. Puede tener iniiabilidad, 
dificultad de concentración, pérdida de apetito. Por el contrario, puede sentiixe revitalizado y 
con grandes energías. 
Figura 1.-Signos y síntomas de una ataque completo de migrana 
La patogenia de la migraña es, todavía hoy, un nusterio. En la aparición de la 
sintomatologia propia de las diversas fases de la migraña se implican coniponentes vasculat-es 
y neurogénicos, pero no sabemos bien qué es primero y cuál es la función que estos 
componentes desempeñan en el aura O en el cuadro agudo (fotofobia fonofobia, cefalea 
pulsátil, v6mítos y náuseas). Entre las diversas teorías etiopatogénicas que se han postulado 
podemos destacar las siguientes. 
Esta fue la primera teoría etiopatogénica sobre [a migraña, postulada por Wolf, entre 
1940 y 1950. Postulaba la existencia de una vasoconstricción a nivel de vesos cerebrales 
durante la fase de pródromo de la migraña y una vasodilatación durante la fase de cefalalgia 
(Wolf, 1387). 
Los postulados de esta teoría se corsoboian cuando al administrar agentes 
vasoconsuictores, como los agonistas de los receptores de serotonha 5-HTIBfiD (tos triptanes) 
o los alcaloides del cornezuelo de centeno (ergotamina y dihidroergotamina), se produce un 
alivio del dolor migrañoso agudo, mientras que al administrar agentes vasodilatadores como 
los @-bloqueantes (propanolol, atenolol, metoprolol) o calcio-antagonistas (flunarizina y su 
análogo en desarrollo clínico, dotacizina, motivo de esta Tesis Docto~.d), éstos actúan 
previniendo la aparición de la crisis. Además hay diversos estudios en los que se ha 
constatado una disminución del flujo sanguíneo cerebral durante la fase de aura y un 
incremento del mismo durante la fase de dolor agudo de la migraña (Lance, 198 1 ). 
Esta hipótesis es difícil de sustentar por varias razones: por un lado, la disminución del 
flujo sanguíneo cerebrai observada no parece ser suficiente para explicar los síntomas 
neuroIÓgicos foc&s. Por otro lado, el aumento de flujo sanguíneo cerebral. no explicaría el 
dolor producido en la migraña ya que este aumento, por sí solo, no es doloroso. Estos cambios 
de flujo tampoco explican la aparición del edema local, ni la hipersensibilidad focal, que se 
observan a menudo en tos pacientes migrañosos. Por tanto, se cree poco probable que 
simplemente la vasoconstricción y la vasodilatación sean las bases fisiopatológicas de la 
enfermedad, aunque está claro que durante los ataques de n~igrafia se produce una alteración 
del flujo sanguíneo cerebral. 
~.z.-TEo&~ NEUROVASCUWR O NEIIROGÉNICA 
Recienterneate se ha postulado otra teoría que integra factores vasculares y neurogénieos 
y en la que el dolor migrañoso se explica por la activación del sistema trigeminal. 
Este sistema constituye una unidad anatómica y funciond en la que participan 10s vasos 
sanguíneos, el neMo del trigémino y los núcleos del tronco encefálico en eshecha conexión 
con el tátamo y el córtex sensitivo (figura 2). El V par craneal participa en La función 
reguladora del íiujo sanguíneo craneat, siendo además una vía clave, para la conducción y 
posterior modulación del dobr en la cabeza. Las neuronas de las fibras nerviosas sencoriafes 
del trigémino se localizan en el ganglio del trigémino y dan lugar a procesos aferentes que se 
proyectan peciféncamente en la rama superior del nervio trigémino (el nervio oftálmico) que 
inetva los vasos sanguíneos intracraneales, o se proyectan centralmente al núcleo caudado del 
nervio del trigémino en la médula oblongata. Por otro lado, en el tal10 del encéfalo las fibras 
eferentes trigeminales activan las neuronas del centro nociceptivo sensorial que se proyectan a 
los núcleos autónomos y de ahí a centros subcorticales y corticaies del dolor. La activación de 
las vías eferentes autonómicas lbva alos trastornos emeiicos y gastrointestin~les. 
F$ura 2.-Hipótesis neurogénica sabre la rtiopat~enia de la migraña 
Se piensa que, durante el ataque migrañoso. los vasos sanguíneos extracerebrales de 
tejidos como la dwamadre (ej. arteria meníngea media y sus ramificaciones en la duramadre), 
sufren una vasodilatacián y con ello se activan las terminaciones sensoriales nociceptivas que 
lo inervan (Figura 3)(Humphrey y COL, 1991; Martins y col., 1993; Lance, 1993; Williamson, 
y col., 1996). Paraielamente, la vasodilatación desencadeda la inflamación neurogénica local y 
estérii por mediación de neuropéptidos vasoactivos como NKA, SP y CGRP (Uddman y 
Edvinsson, 1989) que son liberados desde las terminaciones sensoriales perivascuhres 
(Goadsby y col, 1990). 
Sin migraña Con migraña 
Hendiduras endoteliales I Hendiduras endoteliales \ \ 
Nervio \ 
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Vasos sanguíneos de la duramadre I Vasos sanguíneos de la duramadre 
Figura 3.-Esquema representativo de un lecho vascular de la durmadre y la terminación nerviosa 
aferente del trigémino durante un periodo sin migraña y cuando se produce el ataque migañoso. Durante 
la migraña, 10s niveles de 5-HT aumenian posiblemente de la liberación procedente de plaquetu o de 
temimacioaes nerviosas próximas Este aumento provoca la liberación de  óxido nítrico pirsumibleniente 
de  células endoteliales o tambi6n de terminaciones nerviasas nitrkrgics. El NO estiinula la libbraeión de 
SP y del CGRP. La liberación de esrns neuropeptidos desencadena la respuesta inllaniatoria neur~~bnica 
m n  extravasación de proteínas plasmaticas a través de las células endoteliales y la dilatación de los lshos  
cerebrales de la duramadre llevando al dolor migrafioso. 
Mientras que para estos autores la liberación de neuropéptidos es secundaria a la 
vafodilatación, Moskowia argumenta lo contrario (Moskowitz. 1992: Moskowitz, 1993; 
Moskowitz y Macfarlane, 1993). Describe que la despolarización de 13s fibras 
trigeminovasculares desencadena respuestas neuronales asociadas con la transmisión de la 
información nociceptiva, enviando la información al núcleo caudado del trigémino (Davis y 
Dusirovky, 1986). La despolarización y la conducción del impulso en sentido antidrórnico 
provma la liberación de neum$ptidos de las terminaciones trigeminales periviculares de los 
vasos extracraneaies. Estos neumpéptidos son los que median la infiamación neurogénica 
provocando una respuesta vasodilatadora, con extravasación de proteínas plasmáticas y 
activación del endotelio del vaso. 
Entre los nempéptidos liberados, las taquikininas (NKA y SP) inducen una 
vasod'itación dependiente de endotelío y aumentan la permeabiiidad a través de los 
receptores situados en el endotelio vascular. El CGRP induce vasodilatación al estimular los 
receptores de las células del músculo liso vascnlar. Éste presenta un potente efecto 
vasodilatador. Se ha visto que su efecto es significativamente más potente que el de la SP 
(McCulloch y col., 1986), con la que se encuentra colocalizada en las terminaciones 
tngeminales (Lee y col, 1985). Se piensa que participa en la respuesta refleja o local ante una 
excesiva vasoconstricción cerebral, restaurando así el diámetro vascular. Aunque el CGRP es 
un potente agente vasodilatador, no parece intervenir en la extravasación plasmática en la 
duramadre u otros tejidos extracraneales inervados por el trigémino, al contrario que la SP 
(Markowitz y col., 1987). Se ha observado también, que tanto el CGRP como la SP, estimulan 
la liberación de histamina de los mastocitos de la duramadre, lo que los involucraría de nuevo 
en la vasorregulación craneal y en la inflamación neurogénica local (Ottosson y Edvinsson, 
1997). 
La liberación de los neu~opéptidos activa células endotelides, mastocitos y plaquetas 
con el consiguiente aumento de arninas, metaboiitos del ácido araquidónico, péptidos e iones. 
La activación de estas células y de los tejidos dañados provocan una hiperaigesia y un dolor 
prolongado (Moskowitz, 1993). 
Esta iníiamación neurogénica es de grim relevancia en el tratamiento de la migraña en su 
fase aguda Así, se ha visto que la ergotarnina y el sumaliiptán bloquean la extravasación de la 
aIbúmina-1'" a la duramadre, así como la activación de mastocitos y células endotehales 
(Saito y col., 1988; Buzzi y hfoskowitz, 1990). Hay otros fármacos como los analgésicos 
opiámas (Saito y coi., 1988) o el valproato (Lee y col., 1995) que también bloquean La 
extravasacidn de proteínas plasmáticas. 
Finalmente, dentro de esta "&ría neurovascular" queda por determinar sí la 
vasocow,t&ción es seguida de la vasodilatación, o si la inflamación neurog6nica, es el evento 
central en Ia patología de la migraña 
Diversos estudios han relacionado a la 5-HT, una amina neurotransmisora, con la 
patogenia de la migraña. Así, se han observado anomalías en el metabolismo de la serotonina 
en pacientes migrañosos, como una Bismiaución de los niveles plasmáticos de serotonina en 
los períodos entre crisis migrañosas y un aumento de sus niveles plamáficos y plaquetarios 
durante las crisis (Ferrari y Saxena, 1993). Al contrario a lo que se creía anteriormente, parece 
que el incremento de serotonina durante la fase aguda de la ccisis migrañosa no es la causa de 
la migraña, pero probablemente represente un mecanismo de autodefensa. Se ha observado 
también, que fánnacos como la fenfluramina y Ia reserpina pueden desencadenar la aparición 
de una crisis de migraña, ai favorecer la liberación de semtonina desde distintos tejidos 
(Raskin, 1981). Por otro lado, distintos trabajos demuestran cómo la esiimulación selectiva de 
los receptores de serotonina del subtipo 5-HTi podrían aliviar las crisis migiafiosas. 
También se piensa en un posible papel de los receptores de semtonina de los subtipos 5- 
Ó 5-HT28 en la iniciación de la crisis migraiiosa (Fozard y Kaíman, 1994). Esta hipótesis 
se basa en el hecho de que la mCPP (meta-clorofenil-piperazina), un agonista de los 
receptores 5-HT2c, es capaz de desencadenar una crisis migrañosa tanto en pacientes sanos 
como en pacientes afectos de migraña. Apoyando esta teoría está el hecho de que la eficacia 
clínica de algunos fáimacos utilizados para el tratamiento preventivo de la migraña 
(metisergida, pizotifeno, Org GC 94, ciproheptadiia, miansefina, amitriptilina, clorpromazina 
y propanolol) se encuentran en estrecha relación con su potencia como antagonistas de los 
receptores de sermnina del subtipo 5-HTzc, mientras que otros fármacos como la ketanserina 
y e1 pindolol, que muestfan muy baja afinidad por estos receptores, resultan poco eficaces 
como agentes antimigrañosos. Más recientemente, se ha sugerido que los receptores 5-HTzB 
están más directamente relacionados con la etiopatogenia de la migraña que los 5-HTIc 
(Schmuck y col., 1996). 
Sobre el posible mecanismo de acción de la serotonina como inductor de la crisis 
migrañosa, se hipotetiza que la serotonina liberada desde las plaquetas o desde las 
terminaciones nerviosas perivasculares podría actuar sobre los receptores 5-HT2c/5-HTzB e 
inducir así la liberación de NO desde las células endoteliales o desde terminaciones nerviosas 
nitr6rgicas. Esta liberación de NO, activa y sensibiliza las neuronas trigémino\.asculares, 
inicikdose de esta manera el proceso de inflamación neurogénica asociado con Id inigraíiü 
(Olesen y col., 1994), al que nos hemos referido anteriormente (figura 3). 
2.4.-LA HIFÓTESIS DEL NO 
Desde que se descubrió la inervación nitrérgica intra y extracraneai, se h'ipotetizó que el 
NO de los neivios perivasculares y ei endotelio participaban en la cefalea de la migraña. Esta 
hipótesis pudo corroboimse en diversos estudios desarrollados con nitro,oliceriiia. un donador 
del NO, en los que la administración de este fáimaco provocaba la aparición de un ataque 
migrañoso. En estos estudios los pacientes migañosos presentaron cefaleas más intensas en 
comparación con voluntarios sanos (Iversea y col., 1989; Olesen y wl., 1995; Thoniseii y col., 
1993). 
Paralelamente, en estudios desmllados en animales y en humanos. se ha observado 
que la administración de histamina induce la aparición de cefalea. La histaiiiina produce 
vasodilatación de las arterias cerebrales al intwaccioisa con los receptores de histaiiiina del 
subtipo HC a nivel del endotelio, activando la cNOS y favoreciendo la consiguie~ite forniación 
de NO (Kmbbe y Olesen, 1980). 
Esta hipótesis abre nuevas perspectivas en fa terapkutica de la migrafia, como la 
administración de posibles agentes inhibidores de la NOS o de ta cascada de reacciones 
intraceiuIares que lleyan a la síntesis de NO (Olesen y col., 1995; Thoiiisen y Olesen. 2001) o 
fa administrácián de agentes antihistamínicos del subtipo Hi. Por el momento, existen al, =unos 
datos conu.overtidos al respecto, habiéndose observado que la administracióii de mepiramitia, 
un antihistamínico del subtipo Hi,  abole la cefalea y retrasa la aparición de nuevas crisis 
migrañosas (LUssen y col, 1995). 
Se d e f i ~ n  como "cunalopatías" a aquelliis entidades patológicas carücterizadas por la 
existencia de alteraciones en los canates iónicos. Aií. se ha descrito que es posible que la 
excesiva respuesta del cerebro migrnñoso que ocurre en algunos pacientes con iiligraña, coino 
ocurre en la migraña hemiplijica familiar, pueda ser consecuencia de anomülíw gttnCticas en 
los canales iónicos que regulan la actividad neumnal: lo que de algún modo permitiría incluir 
a la migraña en el grupo de las canalopatías. 
De hecho, tanto la migraña henupiéjica familiar como la ataxia cerebelosa tipo 1, se han 
asociado a una alteración de los CCVD del subtipo PfQ, que controlan ia liberación de 
neurotransmisores en algunas sinapsis cerebrales. Estas alteraciones se han encontrado en la 
subunidad de dichos canales y, además, se han obsei~ado inutaciones del gen CACNA I A, 
conocido por CACNLlA4 (Ophoff y col., 1996). Se ha desciito iguaimente que deterinirittdas 
anomalías en e1 cromosoma 19 (19~13) (Joutel y col., 1993), estjn asociadas a la nii~~xfka con 
o sin aura, si bien este gen posee una implicación d s  clara en la migraña con aura hereditaria 
(Ophoff y col., 1997). Finalmente, también se han descrito ciertas anomalías en el cromosoma 
1 ( lq2 1 3 2 3  tq31) y cabe esperar, por lo menos, una tercera mutación, dado que hay familias 
de pacientes rnigrañosos que no presentan estas anormalidades. 
Aunque no está clam cónio las mutaciones en CACNAIA conducen a iü aparición de 
10s síntomas clínicos. Los gens  mutantes probableniente producen proteinas no funcionales 
con una ganancia o pérdida de función, habiéndose observado tanto un incremento como una 
disminución de la entrada de calcio, si bien en todos los casos estas inutaciones se abocian con 
la aparición de episodios de migraÍÍa henuplégica familiar. 
Para tratar de explicar la posible implicación de los canales iónicos. y iuiás 
concretamente de los CCVD en la etiopatogenia del proceso migrañoso, revisiireiiios a 
continuación las principales características de estas estructuras: 
2.5.1.-Diversidad farmacológica de los canales de  ea2+ 
Las primeras clasificaciones reaiiadas (Carbone y Lux, 1984; Nowycky y col., 1985; 
Fox y col., 1987a,b) distinguieron dos grandes subgrupos en función del m g o  de voltaje en el 
que se produce su activación (tabla 2). Así, se denominan canales de ca2+ de bajo uiiibrdl de 
activación (LVA) a aquellos que se activan por voltajes por rncinia de -50 rnV. So11 ciuiülei 
que se pueden abiir en respuesta a pequeñ~s despolarizacioues desde pote11ci.ile.s de 
membrana bastante negativos. Por otro lado, se conside~xn corno canales de ~ e "  de :ilto 
umbral de activación (HVA) a aquellos cuya activacióii se produce por voltajes superiorrs (- 
30 a -20 mV). 
Si bien inicialmente las características electrofisiológicas. como la conductancia 
unítaria del canal y las cinéticas de activación e inactivación, constituyeron los principales 
argumentos para la clasificación de los diferentes subtipos de CCVD. en los Últinios años el 
empleo de toxinas y f&macos específiios ha determinado la identificación y caractrrizmión 
de los diversos subtipos de canales de ~a" .  Hasta el momento, existen cuatro subtipos 
claramente identificados y denominados L. N, P/Q, R (Aosaki y Kasai, 1989: Plummer y col., 
1989; Mintz y col., 1992a; Randaii y col., 1993; Wheeler y col., 1994; Randa11 y Tsien, 1995). 
En general, los canales & caz' de alto umbral de activación se caracteiizan por su activación 
por mayores deyiolatizaciones. por encima de -20 mV (Tsien y col., 1991), su mayor 
permeabilidad al ~ a ' ~  que ai caz' y su mayor sensibilidad al bloqueo por ~ d "  que por N¡'. 
Las variaciones en sus cinéticts de activacióii e inacti\rüción, así como su diferente 
farmacobgía, constituyen las bases para Ia identificación y caracterizacióii de los diferentes 
subtipos de canales [tabla 2). 
Tabla 2.-Clasifición de canales de catuo voltaje-dependientes 
T i w  de Canal Voliaie de aciivación Conductancia Cinética de inactivaiion Farimcolocb 
. - .- 
CANALES DF ALTO I'MRRAI. DE -.ACTIVA<:IÓY .- -(HVAI  
. -. .- - -- 
T i  de Canal Voltaie de activación Conductancia Cinética de inactivación Farmacoloeíii 
L > -50 mV 18-28 pS r > 200 ms CC)? ~ n " ,  Cd" 
Calciodependiente DPHs 
9 ,14, l?pS r = l s  ~ o " .  ~ n " .  td" 
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w-agatt>xiiia IVA 
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2.5.2.-Eversidad molecuiar de los canales de ca2+ 
Fue el grupo de William Catterrtll en 1984, el que realizó la primen purificación de un 
CCVD, en concreto el canal L de músculo esquelético, utilizando membranas del túbulo T. Se 
demostró que este CCVD era un complejo proteico heteroménco, formado por la combinación 
de varias subunidades; que recibieron la denominación de a,, afi, P y y (figura 4). 
Posteriormente pudo observarse que la subirnidad a, (170-240 kDa) era ta proteína principal 
del complejo proteico, ya que contiene el poro iónico a través del cual permea el ion caz+, así 
como los sitios de unión para los diferentes fármacos agonistas y antagonistas couocidos. El 
resto de subunidades que fonnan el canal (a2/&, f3 y y) son subunidades auxiliares y/o 
reguladoras de la actividad del canal (Curtis y Catterall, 1984; Snutch y Reiner, 1992; Dunlap 
y col., 1995: Gainer y Chin, 1998; Chin, 1998). 
Figura 4.-Enructura molccular da un canal de calcio voltgc~Jttprndiene 
La gran explosión en el conocimiento de la estmctura molecular de los CCVD vino de 
la mano del grupo de Numa y colaboradores, que fueron los primeros en seaenciar el cDNA 
de fa subunidad al de músculo esquelético (Tanabe y col, 1987). A raíz de este trabajo se 
amplió el estudio sobre la estructura molecular de los diferentes subtipos de CCVD y así, 
hasta la fecha se han identificado diez genes distintos que codifican otras tantas subunidades 
a,, las uuales se corresponden con algunos de los subtipos de CCVD funcionales descritos en 
neurona (ver tabla 3) (Bimbaumer y col., 1994; Hofmann y col., 1994; Catterall, 1998; Chin, 
1998; Fletcher y col., 1998; Rnndalt, 1998). 
T&ta 3.-Nomenclatura, Iuga~es de expresión y subunidades que componen los canales de Ca>de allo umhnl de 
activacidn. 
Subunidad n p o  de canal Nomenclatura Lugares de expresión 
CACNA 1 A 
CACNA I B 
CACNA l D 
CACNAI E 
CACNA I C 
CACNA l H 
CACNAlI 
CACNAI S 
SNC. placa inoiora, riiión. dlulas PC12 
SNC, placa niotorci. iieurona pcrilericiis. 
celulas PC12. cilulas ~ieunisnd«crin~s 
corazón, SNC. iiiúsculo listi. 
fibrohlastos, cClui:~ PC12 
SNC, c6lulas neuroendr>crinas 
SNC, placa niotora 
SNC, comón 
corazón, hígado, riíiún, SNC 
SNC 
músculo esqueltlico, SNC 
- 
& CACNB i músculo esquel6tico. SNC 
b~ CACNBZ corazón, SNC, pulmón 
P, CACNB3 SNC. músculo liso. ovario 
B 4  CACNB4 SNC. células neuroendocrinas 
- -- 
crb-1 CACNNDI músculo esqueI4tico. SNC. corarún 
CACNA2D2 corazón, páiici-eas, itiúsculo esquelético. 
SNC 
CACNA2D3 SNC 
YI CACNC l niúsculo esquelético 
71 CACNCZ SNC 
Y? CACNC3 SNC 
Y4 CACNG4 SNC 
Y5 CACNGS músculo esquel6tico. riñón. puliiión. 
hipdo, corazón 
25.3.-Canales de calcio voltaje-dependientes de subtipo P/Q 
Dentro de la subfamilia de CCVD de atto umbral se encuentra el canal codificado por 
la subunidad  al^. La subunidad a , ~  se expresa ampliamente en el cerebro de mamíferos, 
particularmente en neuronas de Purkinje, nemnas granulares de cerebelo y en células 
piramidales de la regón CA3 del hipocampo; también se expresa en la unión neuroiiiuscular, 
riñón y células PC12 (Mori y col., 1991; Starr y col.. 1991: Bimbaumer y col., 1994). 
La expresión heteróloga de esta subunidad al* producía coiriente5 de caz' insensibles 
a D W s  (bloqueantes selectivos de Los canales L) y m-conotoxina GVIA (bloqueante selectivo 
& los canales N). Este perfil farmacoiógico era similar al encontrado dos años antes para los 
canales P nativos de neuronas de Purkinje (Llinás y col., 1989). Por ello, se pensó que la 
subunidad a i A  de cerebro representaba la subunidad que codificaba para el canal del subtipo 
P. Sin embargo, cuando la subunidad a . 1 ~  se expresaba en ovocitos de Xerrulirrs Itrevis, la 
corriente obtenida difería fannacoiógica y ebctrofisioló~camente de la corriente P nativa de 
las neuronas de Purkinje (Llinás y col., 1989; Mintz y col., 1992a; 1992b). A SI '. esta . nueva 
coniente expresada en ovocitos sufría una mayor inactivación que la contente P y además, 
requería una concentración mayor de magatoxina N A  (a bajas concentraciones bloquea los 
canales P y a altas concentraciones los Q) para su bloqueo; por ello se pensó que esta corriente 
correspondía a un nuevo subtipo de canal de caz', a1 que se denominó canal Q. 
Actualmente se piensa que ambas corrientes, P y Q, están codificadas por distintas 
isoformas de una misma subunidad, la afA (Mori y col., 199 1; Sutron y col., 1998; Bourinet y 
col., 1999); dependiendo de cómo estas isoformas se combinen con subunidades auxiliares !3, 
se produciría una corriente de tipo P o de tipo Q (Bourinet y col., 1999). 
hipótesis, se han publicado recientemente resultados que muestran cómo, 
gen que codifiu la expresión de la subunidad a,.. se abolen tanto las 
neuronas de Purkinje. como las co~nentes Q en Iar neuronas gnnulares de 
transgénicos (Jun y col., 1999). 
Las corrientes de calcio a través de los c~nales del subtipo P estdn presentes 
ampliamente en neuronas de m ' f e r o  y están implicadas en la liberación de 
neurotransmisores en algunas sinapsis (Hillman y col., 1991; Mintz y col., 1992a,b: Usowicz 
y col., 1992; Takahashi y Momiyama, 1993; Wheeler y col., 1995). Al igual que el P. las 
corrientes a través del canal Q. parecen estar implicadiis en la liberación de neurotiiinsmisores 
(Wheeler y col., 1994; Wheeler y col., 1995). En base a los alxumentos citados anteriormente, 
en esta Tesis hablaremos de canal PIQ en vez de P o Q. 
A la hora de considerar las posibilidades terapkuticas de las que disponemos ante un 
paciente que sufre de migraña, debemos considerr tres aspectos diferentes: en primer lugar 
hablaremos de aquellos factores higiénico-dietéticos que nos pueden ayudar a prevenir la 
aparición de los ataques migrañosos: en segundo lugar comentaremos algunos aspectos sobre 
los principales fánnacos actualmente disponibles con utilidad como tratamiento preventivo de 
la migraña; finalmente comentaremos aigunos aspectos de los fármacos actualmente 
disponibles para el tratamiento de la crisis migrañosa aguda. 
Hoy día se sabe que muchos alimentos pueden ser desencadenantes de la aparición de 
una crisis migraíbsa (tabla 4), en especial aquellos alimentos con potencial efecto 
vasodilatador, como los que contienen histamina, tiramina o relacionados con la serotonina. 
La intolerancia a estos alimentos puede basarse en la deficiencia o ausencia de la enzima 
diamino-oxidasa que, noimdmente, actúa como filtro a nivel del intestino delgado. Esta 
enzima se inhibe por el alcohol y aumenta en el embarazo, lo que puede explicar las cefaleas 
desencadenadas por Las bebidas alcohóiicas y la mejoría de la migraña durante el embwazo. 
Otro aspecto a considerar es el climático-ambiental, ya que existen muchos pacientes 
migrañosos que no soportan la sensación de agobio cálido y, a veces, húmedo de las 
aglomeraciones de los grandes almacenes o similares, no se encuentran a gnsto en climas 
cálidos-húmedos y prefieren los fríos y secos, por lo que sera recomendable evitar este tipo de 
ambientes que pueden contribuir ai desencadenamiento de una crisis migrañosa. 
Finalmente, otro factor desencadenante muy frecuente en nuestros días es la 
estímlilación sensorial prolongada, generalmente de tipo visual, siendo clásica la cefalea que 
aparece tras la visión de una película larga en un ambiente cerrado, o bien, las frecuentes y 
actuales quejas de cefalea tras un trabajo prolongado con las pantallas de ordenadores. 
Tabla 4.-Alimentas potencialmente desencadenantes de crisis migrañosas 
Bebidas -Más de dos razas de cafi o de té al día 
-Chocolate Iíriuido o cacao 
-Bebidas alcohólicas. 
Carne, pescado, aollo Alimentos curados. conservados o en salazón 
. 
- Hígado de pollo. carne de caza 
- Salchichas, chorizo, salchichón, salami, picantes 
Rodnetos lácteos -Mantequilla, "perit-suisse" 
-Chocolate con leche 
-Quesos fuenes (carnemher~ gouda, azul, parma, mozarella, riniaenrd, hrie. 
cheddar), salsas de queso 
Cereales y paíatas -Pastas y bizcochos caseros homcados con levadura 
.Donuts, sobre talo con chocolate o nueces. 
-Pina, pasta italiana con queso. lasaña 
Vegetales -Habas, lantejas. judias blancas y pintas, garbancos 
-Cebolla (como condimento) 
-Aceitunas, fmtos secos 
Cacahuete, mantequillade cacahuete 
Salsa de soja, levaduras. 
Frutas -Pomelo, aguacate, plátano (se permite medio al día), higos, uvas, papaya. ciruelas ro.jas. 
pasionaria 
Sopar - Precocinados (cubitos, sobres, etc.) 
Otros -Salsas chinas, salsas con mucho queso 
3.2.-TRATAMIENTO PREVENTIVO DE LA CRISIS MIGRAÑOSA 
Cuando los ataques agudos de migraña son frecuentes (más de un episodio semaiial) 
debe pensarse en la profilaxis, ya que la calidad de vida de un paciente migrañoso está 
notablemente mmada con las crisis repetidas. También seri conveniente la aplicación de un 
tratamiento profiláctico en aquellos pacientes que presenten ataques severos que limiten 
mucho su actividad diana ordinaria, en aquellos en que los tratamientos sintomáticos sean 
ineficaces o les ocasionen efectos adversos intolerables, o en aquellos que presentan crisi.. de 
migraña con auras incapacitantes, por ejemplo, las motoras. 
Existen diferentes estrategias de prevención a utilizar en los pacientes inig~añosos. Así, 
podemos hablar de una prevención episgdica, subaguda o crónica. La prevención episódica 
debe emplearse en aquellos sujetos en los que se puede reconocer un factor desencadenante o 
precipitante claro, como el ejercicio O la actividad sexual. En este caso se puede adiestrar al 
paciente en el tratamiento puntual previo a la exposición. En los pacientes que presenten crisis 
relacionadas con la altitud, menstruación, etc., se puede trdtar de fonna subaguda, 
aconsejando medicase antes y durante la exposición. Finalii~ente, la profilaxis crúnica, la 
más frecuentemente utiIizada, se recomienda de forma continua con La intención de disminuir 
la frecuencia de Los ataques. 
En la tabla 5 se recogen aquellos fármacos que han demostrado eficacia clínica como 
preventivos de la aparición de crisis rnigmiíosa: 
- Valproato ddico 
- Gabapentina 
- Topiramata 
Antidepreslvos Antidepresivns tricidicos - Aminiptilina 
- Nortriptilina 
- Protriptilina 
- Doxepina 
- iniipramina 
Inhibidores selectivos - Fluoxetina 
de b recaptación desemtnnina - Paroxetina 
- Sertralina 
Inhibidores de la - Fenelcina 
Monoamino-nxidasa - hcarboxacida 
Otros antidepresivos - Bwpmpión 
- Mirtazapind 
- Trazodona 
- Venlafaxina 
P-bloqueaates - Atenolol 
- Metoprolol 
- Nadolol 
- Propranolol 
- Timolol 
Ca"-antagonistas - Diltiazem 
- Nimodipino 
- Verapamilo 
- Flunarizina 
- Dotarizina (en fase de desarrollo) 
AINEs -Aspirina 
- Fenoprofeno 
- Flurbiprofeno 
- Acido inefenámico 
- Ibuprofeno 
- Kaoprofeno 
- Naproxenol naproxeno sódico 
Antiserotoninérgicos - Ciprohepiadina 
- Metisergida 
o t ro s  -Magnesia 
- Vitamina B2 
3.3.-TRATAMIENTO DE LA CRISIS MIGRAÑOSA AGUDA 
Los fámmcos actualmente utilizados en el tratamiento de las crisis migrañosas se 
recogen en fa tabla 6. Por lo gen&, la terapéutica común en el ataque agudo de migraña 
implica el uso de anaígésicos y AINEs junto con fármacos antieméticos y procinéticos como 
la metoclopramida. En casos de migrañas severas, se consideran los derivados ergóticos como 
la ergotamina y la dibidroergotamina, pero esta terapia generalmente se asocia con náuseas y 
vómitos, además puede presentar adicción, tolerancia y cefalea de rebote, induciendo a seguir 
tomando el fármaco hasta provocar una intoxicación crónica (ergotismo). 
Tabla 6.-Fásiri;icos einpleados ~ciuairnenie n el tratamiento de la, crisis r~iiyr,~ñosas 
-. . .- . - - - . - . 
Agonisiils semtoninérgicos 5-HT,,,,, - Sumniriprún 
- ~ i m i r i ~ c i n  
- Narauiprán 
- Zolmiuipián 
- AlrnoiriprSn 
- Frovatriptán 
- Eleuiplán 
Alaloides ergótieos y derivados - Ergotamina 
- Ergolamina+catieína 
- Dihidroerpoiamiiia 
Aotíeméticos - Clorproinazina 
- Meioclopramida 
- Proclorperazina 
ALNES - Acetaminobno 
- Keiorolaco 
- Aspirina 
- Diclofenlrco 
- Flurbiprofeno 
- Ihuprofeno 
- Naproxeno 
- Naproxeno sódico 
Combinación de analgésicos -Acetaminofeno, cafeína. 
aspirina 
Anatghicos opiáceos Butorfanol 
- Meperidinü 
- ~ r ~ a d o n a  
Otras medicaciones - Isotneteatrno 
- Lidocaína 
- Dexümeiasuna 
- Hidrocortisona 
En los últimos años, el descubrimiento de los triptanes (sum¿itriptAii, rizítriptán, 
zolmitriptán, eletriptán, naratriptán y frovatriptiui) ha supuesto un claro paso adelante en el 
tratamiento sintomático de las crisis. Todos ellos han demostrado ser muy eficaces y se piensa 
que su eficacia se debe a tres metanismos diferentes (fi,pra 51, a saber: 
1) Vasoconstricci6n de los vasos meníngeos. durales, cefebraies o piales, mediada a 
través de la activación de los receptores postsinápticos 5-HTls. 
2) Inhibición de Ia inflamación neurogénica, mediante la activación presiniptica de los 
receptores 5-HTto de las fibras tigeminales tipo A, inhibiendo la liberación de 
CGRP y con ello la vasodilatación dural; y de las fibras uigeminales tipo C, 
inhibiendo la liberación de SP y de NKA, bloqueando así la extravasación de 
proteínas plasmáticas a la duramadre. 
3) Inhibición de la transmisión de dolor desde el núcleo caudado del trigémino hasta 
las áreas corticales superio~s por actuar sobre los receptores 5-HTiD de las 
terminaciones tngeminales del tmnco del encéfalo. 
1+2+3= Aüvio del dolor decabeza 
3. Disminución d e  la 
Figura $-Mecanismo de acción de los tripmes frente a h crisis migrañosa 
La dotarizina, (I-(difenitmedl)4-[3-(2-fenit-I.3-dioxolan-2-il)propil-pipem~itia),es un 
nuevo derivado piperazínico relacionado estructuralmente con la flunarizina f f ig ra  6); 
(Gubert y col., 1987) que está siendo evaluada en diversos ensayos clínicos por sus efectos 
profilácticos en la migraña y el vértigo (Galiano y col., 1993; PereUó y wf., 1998). 
Figura 6.-Estructura química de la dotarizina (paiizl A) y la flunarizina fpdncl BJ 
En estudios preclínicos "iii vitro" se ha obsei-vado que la dotarizinu se une a receptores 
5-HT2 de corteza cerebrai (Agut y col., 1990) y selectivamente sobre receptores ~ - H T ~ A  y 5- 
HTzR en membranas de cerebro de ratas con una mayor potencia que la cinarizind (Bras6 y 
COL, 1994). También se ha estudiado el efecto de la dotarizina sobre receptores de serotoniva 
expresados en ovocitos de la rana Xenopus laevis. En estos estudios, la dotarizina muestra un 
efecto más potente sobre los receptores 5-HTZA (CIso=2,2 nM) que sobre los 5-HTzc (Cko=l a 
10 m) (Montiel y col., 1997). Los efectos de la dotarizina sobre el compoitamiento en ratas 
sugieren un efecto inhibitorio de sinapsis serotoninérgicas, en especial a través de los 
receptores S-HT,,, 5-HT2 y S-HT3. La dotarizina (50 mgíKg) estimula la actividad locoinotora 
y presenta un efecto ansiolítico frente a la actividad exploratoria y el estrés de la rwa cuando 
se le cambia de lugar (Petkov y col., 1994). La fluoxetina (inhibidor de la recaptación de 5- 
HT) antagoniza el efecto ansiolítico de la dotarizina (Petkov y col., 1995). 
A nivel cardiovascufar, los diversos experimentos realizados "in vitro" muestran que la 
dotarizina produce una vasodilatación más marcada sobre la contracción inducida por 5-HT 
que por KCI en la arteria comnaria de cerdo, mientras que con la flunarizina no se advierten 
estas diferencias (Montiel y col., 1997). Aunque en experimentos previos carece de efectos 
inotrópicos y cronotrópicos negativos, en experimentos realizados en rata y perro "in vivo" 
pmduce vasodilatación periférica y pufmonar, con un efecto depresor muy escaso sobre la 
presión arterial, ya que incrementa la fracción de eyección ventricular, con tendencia a 
aumentar el gasto cardíaco [Cartheuser y col., 1994). 
A nivel del sistema nervioso central, la dotarizina inhibe la vasoconstricción inducida 
por hiperventilación en arterias cerebrales de gato (Choniicki y col., 1995: Czernicki y col., 
1996). También, inhibe la vasoconstricción inducida por 5-HT con mayor potencia sobre La 
arteria basilar y aorta de conejo que la inducida por NA (Brasó y col., 1990). Así mismo, la 
contracción inducida por KCL y PGF2, es inhibida ligeramente en mayor medida en 1a arteria 
basilar respecto a la coronaria de cerdo. La dotarizina induce una vasodilatación dependiente 
de endotelio en la arteria basilar de cerdo a diferencia de la coronaria (Eisert y col., 19941. La 
dotarizina presenta una mejora del flujo cerebral sanguíneo y una disminución de la 
resistencia cerebral vascular en experimentos "NI vib'o", realizados en cabra, así como una 
relajación dosis dependiente de la arteria cerebral media de cabra (Torregrosa y col.. 1999). 
Por otro lado, la dotarizina muestra un ligero efecto antagonista de los receptores de dopamina 
D2 en cerebro de rata (Onozuka y col., 1996a). La CIm es 20 veces superior con dotarizina 
frente a fiunarizina (Onozuka y col., 19965) y en ensayos clínicos a corto plazo no parece 
presentar reacciones extrapiramidales (Fmé y col., 1997). 
En otros estudios preclínicos en los que se haevaluado este nuevo fárn~aco se ha podido 
constatar que la dotarizina inhibe la contractiiidad vascular y la captación de ''~a'* del 
músculo liso de las arterias basilz y aorta del conejo (Tejerina y col., 1993), así como las 
comentes de entrada a travbs de los canales de calcio neuronales voltaje-dependientes 
(Viliarroya y col., 1995; Lara y col., 1997) y es capaz de liberar calcio desde depósitos 
intracelulares (Novalbos y col., 1999a,b). Además, como acabo de comentar, la dotarizina 
bloquea los receptores de serotonina, de aquí que sus efectos terapéuticos puedan ser debidos 
a sus propiedades antiserotoninérgicas y10 calcio-antagonistas, pudiendo actuar de forma 
diferente sobre distintos lechos vasculares (Ruiz-Nuño y col., 2001), lo que podría resultar en 
un efecto beneficioso como tratamiento preventivo en pacientes migrañosos.. 
Con respecto a los ensayos clínicos en fase 1, se han realizado dos ensayos clínicos 
diferentes con dos grupos de 8 voluntaios sanos. Uno de ellos es aleatorizado, doble ciego, 
cnuado y controlado con placebo. Se administra oralmente una dosis única de dotarizina 50, 
100 y 200 mgldía. El otro estudio es en abierto y se administiri 50 mg dos veces al día duiante 
14 dias. Las resultados obtenidos pesentan una excelente tolerancia de las tres dosis en 
comparación con ei placebo y de las dosis repetidas administradas en abierto (Farré y col., 
1997) 
Los diversos ensayos clínicos en fases U y iii realizados hasta la fecha han demostrado 
su eficacia en el tratamiento profiláctico de la migraña. Los estudios iniciales encontraron una 
eficacia superior a la del placebo con la dosis de 50 mg cada 12 h. Así, en un estudio 
controlado con 3 dosis de dotarizina (25, 100 y 200 mddía en dos tomas) frente a placebo con 
247 pacientes evaluables puso de manifiesto una reducción significativa frente a placebo del 
número de días con migraña para Ias dosis de 100 y 200 mgídía y de la frecuencia de las crisis 
de migraña para la dosis de 200 mgldía (Diamond y col., 1999). En otro estudio en el que se 
comparaba la administración de dotíuizina con la de pizotifeno y la de fiunarizina, se obsevó 
que con los tres fármaco$ se reduce la frecuencia de la crisis en más de un SO%, no existiendo 
dife~encias en el grado de eficacia respecto al placebo con los tres fármacos (Titus y col., 
1999). 
M& recientemente se ha postulado que, entre otros mecanismos, la dotarizina podría 
actuar bloqueando la liberación de péptidos inflamatorios de las terminaciones nerviosas 
tngeminales. por inhibir Ia entrada de calcio que dispara el niecanismo secretor. Así, la 
administración de dotarizina a pacientes migrafiosos podría actuar previniendo la activación 
de la fase de liberación de neuropéptidos infiamatorios trigeniinales (SP, CGRP, NKA). 
OBJETIVOS 
Como he descrito en el apartado de Introducción, una & las teorías más aceptadas 
actualmente sobre la fisiopatología de la migraña es aquella en la que se implican mecanismos 
neurológicos (liberación de péptidos vasoactivos) y vasculares (fenómenos de 
vasocontraccióu y vasodílatación). 
En relación a la liberación de péptidos vasoactivos de las tenninaciones nerviosas del 
trigémino que actúan como neurotransmisores, se sabe que éste es un proceso exocitótico 
dependiente de la entrada de calcio a la neurona desde el exterior celular, entrada que se 
produce fundamentahnte a través de CCVD. Se ha visto que entre los distintos subripos de 
m a l e s  de calcio, los canales P/Q están implicados en el control de la secreción de los 
neurotransmisores en distintas zonas cerebrales. 
Pw otro lado, recientemente se ha postulado que algunos tipos de migraña, como por 
ejemplo la migraña hemipléjica familiar, parece relacionarse con la existencia de distintas 
mutaciones en el gen que codifica la expresión de la subunidad cr del canal de ~ a "  del subtipo 
PIQ (Ophoff y coi., 1996: Tem-indt, 1998), al igual que ocuiye en algunos casos de migraña 
con o sin aura (Ophoff y col., 1998). 
Finalmente, con respecto a los fenómenos vasoactivos que pueden aparecer en un 
paciente con migraña, se sabe que en muchos lechos vasculares la contracción del músculo 
liso vascular está regulada por receptores para la serotonina, siendo muy heterogéneos los 
subtipos de recepteres que median esta conícacción. Así, por ejemplo, la contracción de la 
&a del conejo inducida por 5-HT es mediada por receptores 5-HTzA (Apperly y col., 1976; 
Feniuk et al., 1985). También, la vasoconstncción inducida por 5-HT en la arteria femoral 
(Grandaw y Purdy, 1996) y en la meria vertebrai del conejo (Griffith y col., 1982) es mediada 
por receptores 5-HT2. Por otro lado, se ha descrito que los receptores 5-HTl.lilr estan 
invoiucrados principalmente en la vasoconstricción de la arteria basilar del conejo (Bradley 
col., 1986). MBs recientemente se ha descrito una población mixta de receptores 5-HTI.I,ke y
5-HTZA que median la contracción inducida por 5-HT en la arteria nlesentérica del conejo 
(Yildiz y Tuncer, 1995). 
Teniendo en consideración todos estos aspectos implicados en la teoría neurogénica 
(neurovascular) de la fisiopatología de la migas, la dotarizina podria resultar un excelente 
agente preventivo de las crisis mígraáosas. Asi, se sabe que la dotarizina inhibe la 
contractilidad vascular y la captación de 45~a2+ del músculo liso de las aiterias basilar y aorta 
del conejo (Tejefina y col., 1993), asícomo las corrientes de entrada a través de los canales de 
d c i o  neuronales valtaje-dependientes (Villarroya y col., 1995). Además, se ha observado 
que la dotarizina bloquea receptores de serotonina del subtipo 5-HT2*. 
Así, el objetivo principal de la presente Tesis Doctoral ha sido profundizar en 10s 
posibles mecanismos de acción de la dotarizina que puedan justificar su uso como agente 
preventivo de las crisis de migraña, basándonos en los datos previos que sugieren su posible 
utilidad clinica en esta indicación. Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos: 
1. Caracterizar la posible selectividad de la dotarizina sobre la contractilidad de distintos 
lechos vasculares inducida por distintos agentes vasoactivos. 
2. Caracterizar los efectos de la dotarjzina en los canales neuronales de ~ a ' t  del subtipo PIQ, 
utilizándose como modelo neurona1 las células cromafines bovinas. 
3. Caracterizar los efectos de la dotarizina sobre la liberación de neurot~ansliiisores mediada 
por canales de caz+ del subtipo P/Q. 
MATERIALES 
Y 
MÉTODOS 
1.-ESTUDIOS DE REACTIVIDAD VASCULAR 
Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron conejos machos blancos de Nueva 
Blanda que se sacrificaron en una cámara de gas, en el animalario de la Facultad de 
Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid. Tras la muerte del animal se extrajeron la 
aorta torácica, la femaral, el cerebro y lecho vascular mesenténco para la realización de los 
dife~ntes  experimentos. A continuación, se induje ron  estos tejidos en una soiución de 
Krebs Hepes (composición en mM: NaC1, 144; KCI, 5,9; CIlMg, 1,2: glucosa, 1.98 g/l; 
HEPES, 2,38 gll; ajustada a pH: 7.4) y mantenida a 4T, realizándose la disección de los 
distintos vasos arteriales (fa aorta torácica, la femoilil, la vertebral y la cuarta rama de la 
mesentkrica) en el IaboratMio. La aorta torkica y la femoral se montaron en un baño de 
órganos convencionai, mientras que la vertebml y fa mesentérica en un miógrafo. 
También se obtuvieron cerebros bovinos del Matadero Municipai que se transportaron 
al laboratorio sumergidos en solucih Locke (composición en mM: NaCI, 154: KCI, 5,6; 
HNaW3, 3,6; glucosa, 5,6 y HEPES, 6; a pH=7,4 ) y en hielo. Una vez en el laboimrorio, se 
extrajeron las arterias cerebrales media y se montaron en un baño de Organos para estudios de 
reactividad vascular y de estimulación eléctrica. 
Para la realización de nuestros experimentos, se procedió a limpiar previanlente de 
tejido conectivo los segmentos vasculares; se cortaron tiras heiicoidales de aorta y anillos de 
la femoral de unos 2 rnm de longitud y se montaron en un baño de Órganos que contenía 40 
m1 de una solución de Krebs-Henseleit de la siguiente composición (en mM): NaCI, 119: 
KCI, 4,7; CaCIz 1,5; KH2PO4, 1,2; MgSO4, 1,2; glucosa, 11 y NaHCO, 25 mM. a 37'C, 
burbujeándose con carbógeno (una mezcla del 95% de O2 y el 5% de Coz). 
La colocación de la preparación en e¡ baño de órganos fue diferente según se tratara de 
aniitos vasculares o de tiras helicoidales. Asf, cuando se utilizaron anillos, el método cousistió 
en introducir, por la luz de los segmentos cilfndricos vasculares, dos alambres rígidos de 
acero del tamaño apropiado según el tipo de vaso. Una vez seleccionado el tamaño de estos 
alambres, uno de ellos se fijó a la pared del baño de óiganos de doble camisa y el otro, que se 
desplaza paralelamente al anterior, se unió a un transductm isométrico de fuerza, el cual se 
conectó a un polígrafo o a una interfase MacLabl4e conectada a un ordenador. donde se 
registraron los cambios de tensión (figura 3). Si en lugar de anillos se trabajabü con tiras 
heiicoidales, se sigue un pmcedimiento semejante, en el que las tiras helicoídales se 
colocaban en el baño de 6rganos sujetas mediante hilos a un transductor de fuerza isométrico 
acoplado a im registmdor por un extremo y por el otro a la varilla de burbujeo. 
Transductor Amplificador 
Arteria / 
Figura 7,-Represeaación esquemática del sistema de baño de órganos utilimdo para los estudios de 
reactividad vascular 
M n r e ~ l e s  yMétodos 
Una vez en el baño de órganos fue necesario un periodo de adaptación y equilibrado 
del tejido a nuestras condiciones experimentales. Para ello, las arterias aona toricica y 
femoral se equilibraron durante 1 h bajo una tensión basal óptima de 2,s g y 0,5 g, 
respectivamente, con lavados izpetidos de la preparación. La arteria cerebral media bovina se 
equiiibró con una tensión basa1 óptima de 1,s g. 
Para estudiar la reactividad vascular de Ias arterias de ~esistencia, se uttlizó el método 
descrito por Mulvany y Halpern (1977). En estos experimentos se utilizaron segmentos de 
arteria vertebral (1,5-2 mm de longitud, 500-650 Nm de dihetro) y de artet-ia mesentérica 
(1,5-2 nun de longitud, 200-350 )un de diámetro), que se cotocaron en el baño de órganos de 
un miógrafo (Myo interface model600M), en el cual, dos alambres de tungsteno de 40 pn de 
diámetro se introdujeron por la luz de la arteria (figura 8). Uno de estos alambres se conectó a 
un transductor de fuerza acoplado al miúpfo, el cual registró los cambios de tensión 
producidos en las arterias. El miógrafo, a su vez, se conectó a un sistema de adquisición de 
datos (MacLabi4e) y éste a un ordenador personal Macintosh. El otro alambre se unió a un 
tomillo microméirico que permitía el estiramiento de las arterias. 
Micrómetro 
~i~,ra g..i(epreseotaciim esquemática de la preparación de arierias de resistencia en 21 miógrafo de 
Mulvany 
Mmevinles y Métodos 
Nordimción de las a r f d  de resíste~eia 
Cuando se trabaja con arterias de resistencia utilizando e1 miósrafo de Mulvany va a 
ser a c i a l  la normalización de las condiciones experimentales. Este proceso de 
nomaiización se explica por tres razones: la primera, es obvio que el tamaño de estructuras 
elásticas como los vasos sanguíneos sólo puede tener sentido en condiciones definidas 
claramente. La segunda, la sensibilidad a los agonistas depende del grado de estiramiento, por 
lo que para los experimentos fmcológicos se requerirá que las condiciones eslén bien 
definidas. Y pm úitimo, la respuesta activa del vaso depende de lo que se haya estirado éste 
previamente (de acuerdo con \a relación entre Ia tensión activa y la circunferencia interior), 
por lo que es impoaante determinar la circunferencia interna del vaso a la cual éste daría su 
respuesta máxima 
Por todo ello, se ha decidido fijar el tamaño ideal del vaso, como el tamaño que tiene 
en estado de reposo bajo una presión transmural de 100 mmHg. El objetivo de este 
procedimiento es determinar la circunferencia interna de un vaso montado en un miógrufo, 
denominada como ICioo, que tendría el vaso en estado de reposo y bajo la acción de una 
presión tcansmural de 100 rnmHg. 
En la práctica la normalización se rediza estirando el vaso lentamente en pequeños 
pasos y anotando las medidas del micmmetro, en pm y del transductor de fueiza, en mN. La 
circunferencia interna del vaso se caicula fdcilmente de la distancia medida entre los alambres 
y del diámetro de éstos que es conocido. La longitud de Ia pared del vaso se determina con 
una regieta d b r a d a  en la lente de la lupa (fa longitud de la pared es igual a dos veces la 
longitud del segmento porque tenemos la parte de abajo y la de arriba de la pared). La tensión 
de la pared es la fuerza dividida por la longitud de la pared. La relación de Laplace se usa 
para calcular la presión efectiva, 4, siendo Pi=Tension pared/[circunferencia internal(2a)). 
Esta presi6n efectiva es la presi6n que se estima para estirar el vaso hasta la circunferencia 
interna medida previamente. 
Los valores de fuerza, en mN y de estiramiento, en pm, se introducen en el ordenador 
o en m calculadora programable, con los factores de calibración oportunos y se calcula la 
presión efectiva correspondiente al estiramiento efectuado. Cuando la ~resión efectiva excede 
los 100 mmHg (13,3 Wa) se deja de estirar ia preparación Los datos de la presión y de la 
longitud de la circunferencia interna (ICl) se ajustan a una expanencial y utílizando la 
ecuación de Laplace, se determina el ICloo, punto en la curva que correspondía con la presión 
de 100 d g .  Encontrado esto, la IClm se detemina como sigue a continuación, 
ICI=O,~=ICIM, porque se ha visto, por lo menos en arterias mesentéricas de rata que con esta 
circunferencia interna el vaso contraía con la fuerza máxima óptima. Y el diámetro 
normalizado de la luz del vaso viene dado por la siguiente fórmula: 
Después del proceso de normalización, las arterias se lavaron tres veces y se 
equilibraron durante un periodo de 30 minutos. 
11-PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 
En esta sección describiré brevenente los procedimientos experimentales que se han 
utilizado en los estudios de reactividad vascular y que serán posteriormente descritos en 
mayor detalle en la sección de resultados. En todos los casos, los siguientes protocolos 
experimentales se llevaron a cabo después de 1 h. de equilibrado de los diferentes tejidos 
utilizados. 
1.3.1.-Contracción inducida por secotonina 
Una vez estabilizadas las preparaciones, se indujo su contracción mediante la adición de 
5-HT al baño de óiganos, a una concentración final de 10 m. Una vez alcanzada la 
contmcci6n máxima se lavó la preparación con una solución de Krebs-Bicarbonato hasta que 
la preparación recuperó su contracción basa1 inicial. A continuación, se volvió a lavar una 
segunda vez fa preparación y, transcurridos 15 min, se indujo de nuevo la contracción 
mediante una nueva adición de 5-HT al baño. 
Este ciclo de inducción de la contracción y favado (relajación) se repitió lmata obtener 
al menos 2 contracciones seguidas de la misma magnitud (la altura máxima conseguida en el 
segundo registro inicial, se cwsider6 como el 100% de contracción). Una vez alcanzüda esta 
situación se procedió con el estudio experimental, adicionando la molécula a ensayar, que se 
adicionó al baño de Órganos o miógrafo a la concentración final deseada durante un período 
de incubación de unos 15 min, tras el cual se realizó una nueva adición de 5-HT para valorar 
el efecto de nuestra molécula experimental sobre la contracción inducida por 5-HT. La 
~elajaeíón inducida por el fármaco se expresó como el porcentaje de la convacción inicial 
evocada por 5-ER (100%). 
Una vez alcanzada la máxima contracción en presencia de nuestro antagonista: la arteria 
se lavó 1-2 veces con Krebs-Bicarbonato para conseguir la relajación hasta el tono basal y así 
se pudo aplicar nuevos estímulos. 
1.3.Z~Contraccián inducida por otros agentes vasoconstrictores 
Para evaluar el posible efecto bloqueante de la dotarizina en la contracción evocada por 
distintos agentes vasoconstrietores, se realizaron experimentos en los se indujo la contracción 
de tiras helicoidales de la aorta mediante la adición repetida de K+ (35 mM), NA (10 w), Ag 
lO,i ri.M), 0 PGEm (3 VI. 
Como en el caso de la serotonina, una vez alcanzada la contracción máxima inducida 
por cada agente vasoconstrictor, se lavó la preparación con una solución de Krebs- 
Bicarbonato hasta que la preparación recuperó su contracción basal inicial. A continuación, se 
volvió a lavar una segunda vez la preparación y, transcurridos 15 min. se indujo de nuevo la 
contracción mediante una nueva adición de 5-HT al baño. Este ciclo de inducción de la 
contracción y lavado (relajación) se repitió hasta obtener al menos 2 contracciones seguidas 
de la misma magnitud (la altura máxima conseguida en el segundo registro inicial, se 
consideró como el 100% de contracción). Una vez alcanzada esta situación se procedió con 
nuestro estudio experimental, adicionando la molécula a ensayar, que se adicionaba al baño 
de drganos a la concentración final deseada durante un periodo de ineubación de unos 15 min, 
m el cual se realizó una nueva adición del agente vasoconstrictor estudiado para valorar el 
efecto de nuestra molécuh experimental sobre la contracción inducida por este agente. La 
relajación inducida por el fármaco se expresó como el porcentaje de la contracción inicial 
(1Wo). 
Para estudiar la posible voltaje-dependencia de los efectos bloqueantes inducidos por 
las distintas moléculas ensayadas, y en particular la dotarizina, se empleó un protocolo 
experimental similar al descrito en el párrafo anterior pero con ligeras niodificaciones. 
Brevemente, las tiras helicoidales de la aorta se incubaron en una solución de Krebs sin calcio 
en condiciones hiperpdarizantes (12 rnM Kt/O caz') y despolarizantes ( 100 mM K'IO ~ a " )  
durante un período & 15 min. A continuación, se indujo la contracción de las arterias 
bipetpolarizadas sustituyendo la solución del bazo por otra que contiene 100 mM Kf11.5 mM 
Ca2" y en las menas despolarizadas simplemente se adicionó caz' al baño de órganos para 
obtener la concentración final de 1,5 mM de ea2'. Cuando se consigue la contracción 
máxima, las preparaciones se lavaron hasta alcanzar, otra vez, el tono basal. Después de 
obtener dos contracciones reproducibles, las preparaciones se incubaron 15 min con nuestro 
fármaco experimental en las dos condiciones experimentales (hiperpolarizante y 
despolarizante), tras el cual se indujo de nuevo la contracción del vaso. La relajación inducida 
por el fármaco en condiciones hiperpolarizantes o despolariuantes se expresó como el 
porcentaje de la contracción inicial (100%) obtenida en cada caso. 
13.3.-Contracción inducida por estimulación el&ctrlca transmural 
En estos experimentos se pretendió valorar las alteraciones de la liberación de NA por 
nuestra molécula experimental, estudiando las diferencias observadas entre la contracción 
inducida por estimulación eléctrica (que actuarla liberando NA desde terminaciones nerviosas 
de la pared vascular) en condiciones basales, en presencia y ausencia de inhibidores de la 
NOS. 
Para eiio, se u t i l i  La arteria cerebral media bovina, que se disecó cuidadosimente del 
cerebro bovino y se preparó en forma de anillos de 4 mrn de longitud que se colocaron en un 
baño de órganos con solución Krebs-Henseleit para medir la reactividad vascular. El 
p ~ ~ t o c o l o  experimental se ha descrito previamente (Marín y Baifagón, 1998) y consiste en la 
aplicación de hasta tres trenes sucesivas de estímulos eléctricos (0,3 ms; 4 Hz (baja 
frecuencia) y 8 Hz (alta frecuencia); 200 rnA; durante 30 S) con tui intervalo entre ellos de 40 
minutos. Las respuestas contráctiles al estímulo eléctrico fueron repetitivas. El inhibidor de la 
síntesis de NO utilizado, L-NAME, que se administró 20 minutos antes del segundo o tercer 
tren de estimulos. Nuestras moléculas experimentales (dotarizina y flunarizina) se 
administraron en ausencia o preseocia de L-NAME antes del segundo o tercer tren de 
estímulos, respectivamente. 
Uoteti~~I&s y Métodos 
Las cgulas isrornafines de la medula admnd bovina se aislaron a *ir de glándulas 
adaenales de vacas adultas, siguiendo un pmtoco10 estandarizado (Li~ett, 1984), con algunas 
modificaciones introducidas en nuestro laboratorio (Mom y cd., 1990). Brevemente, las 
@&las extraídas del animal en el matadero se tmsp~iraron en medio de bcke  (sin ~ a "  
ni M$') cuya composici6n es (en mM): 154 ClNa, 56 CkK, 3.4 HNaC03, 5,6 glucosa, 5 
EiEPES, a pH 7,2) y d que se añadid una coínbinxibn de antibibticlos (penicilina- 
ernpbrnicina y gentamicina) y antifúngicos (fungimna). 
Una vez en b midad de cultivos, se reiirá el tejido graso periadrenal y se inició una 
fase de adw;icióra y lavado mediante la inyewidri de Locke con una jeringa a través de fa 
arEerin admnomedulw, manteniéadase las glándulas en un baño a 37°C. Este prodecimiento 
de bvado se repiti6 varias veces con d objetivo de eliminar 10s entrocitos exitentes en el 
sistema vascular de la glhdula. Posteriormente, se realizíi una digestih enzimatica con 
colagenasa al Q,25% y albúmina bovina a1 O,S%, que se disilelven en s~luci6xi de Lxke. En 
esta fase se inyectaron unos 3,s ml de Ia solución de coIagenasrt a cada glándula a rrave~ de ia 
arteria ridrenomedular y se incubaroa de nuevo a 37°C para permitir una acción 6ptima de la 
colagenasa. La itiyeccibn de esta enzima se repitió hasta un total de 3 veces a intervalos de SO 
min. 
Una vez finalizada ta fase de digestión, las glándulas se seccionxon 
longifudinaimente y se extrajo La médula yit digerida. La colagenasa se IavU mediante la 
adicidíirt de grandes vd-ws de L&cke, fi1trhduse la sucpensi8n obtenida a través de una 
maUa de nylon con un poro de 217 &m, Iú que permitió elimina pequeños pedazos de n ~ a u l a  
no digerida. La suspensión que se obtuvo se cenrrifuga a 120 xg durante 10 min para 
sedimentar las ckluias. Después de Ia centrifugacibn, el sobrenadante se eliminó y el 
precipitado se resusgendiO en hcke, obteniéndose una nueva suspensión celular que se filtrd 
wav& de una malla de 82 pni de poro, que permiti6 eliminar fibras y grasa. 
Posteriormente se realizo uria separacidn y puriflcacih en gradiente de Fercofi para 1u 
cual se añadió Percotl estdril a 'la suspensh celular y se centrifugá durante 20 rnin a 2Q.UO0 
xg a 20-25°C. Tras esta antrifugacióo se diferenciaron varias b a d a 5  en el grdiente, entre 
las que cabe destacar una banda superior, que co~iene células crumafines ráiim~ 
[alctrenérgicas y nomdren6rgicas) y .&a c a p  inferior de cromaflncq fundamentalmente 
adrenérgicris* 
Tras recoger las c6lulas contenidas en estas dos capas se procedi6 a lavar el Percoif 
mediante la adicidn de grandes cantidades de Locke y su posterior centrifugaciún (10 min a 
120 xgf. A continuaciun se eliminó el sobrenadante y el p1-ecipitadr3 se resuspendió en 
DMEM para realizar un segundo lavada del Pexoll. Finalmente, la suspensión clefula se 
~erntfifugd e nuevo y el precipitado resultante de esta íthirna centifugacihn se resuspendió en 
DMEM crt que se le ~ttdE.6 un 5% de suero fetal, inhibidores de fibrobIastos (10 yM de 
arabinósido de citosinn y 10 pM de fiuorodeoxiundina), y antlbGticus (50 IU m!-' de 
penicilina y 50 pg ml*' de estreptomicuia). Las cdlula$ se mantuviemn en un innibador a 
37v, en una arrn6sfera saturada de agua y con un 5% de Coz. 
Para tos estudios elecrrofisiol0gicos, las c6luitis se sembraron en cubreobjetos de 
vidno de I cm de dihxtm a una densidad aproximada de 5x 10' célulaslml. P a n  los estudios 
de secreción de catecdaminas en poblaciones celulares las cdlulas se sembiwrin en placas 
Petri de 10 cm de diámetro, a una densidad aproximada de 500.000 célulaslml. 
Itia cibda conwfúl corno moddb de neurona 
El timino pwaneurana fue propuesto por Fujit3 e11 1976 para designar U aqiiellas 
cilulas que, aunque na pw&n considerarse como aurenticas ueui-unas, se ericuentran 
relacionadas con éstas en tErminos de estructura, funci6n y rnetaboiismo. Segúil Kobayashi, 
para considerar una céluh como paraneurona, ésta debe sintetizar sustancias idénticas o 
relacianadas con las neuroIraris~s~re5 o neurohormonas; además, debe poseer vesículas 
sináptica u ssecreturas y, por Últ imo,  liberar su material secretor en respuesta a un estimulo 
que actúe subre un receptor situado en la mernbrma celular (Fujira y cal., 1976; Kobayashi, 
1977; Fujitsl y col., 1988). 
hs &lulüs aurnafines reírnen todas Las crir;tcteristic;ris anteriores; así, sintetizan, 
almacenan y liberan ca%ecolaminas en respuesta a la activaciún de 1s receptores nicatínicos y 
musct3rírticus por la acetil~ofina liberada del nervio espl5cicnico (Dougias y Poisner, 1965; 
W&m y mhner, 1977). &d, omtp&en. muchas propiedades con Zas neuronas 
sílIlp&icas, como el mismo origen embriológico (cresta n e d ) ,  capacidad de disparar 
pote8.cIdes de acción ( B d i  y col, 1976). y presencia de canales i6oicos pant Nsi y 
p, fm eu&s son sensibles a los cambios en el poWcia1 de membrana (Fenwick y ml, 
1982). Pero lo dicha haata ahora no es tudo, ya que las células cmmafines son capwt:~ de 
emitir pmIongaciones aI co-criLtivarlas con awglia a d exponerlas al factor de crecimiento 
nervioso (Unsickr y col., 1980; Umda y ccrl., 1995). Fhaimente, d hecho de que im cklulas 
crnm&nes piiedan ai53sarsc cm faciIIdari y mantenerse en cultivos primarios, justifica que 
estas células se empleen como un excelente modelo neumnal. 
Las newonas shpáxicas se aislaron a partir de1 ganglio simpatice paravertebral de 
ratas neonatas de un dia de vida, Se cultivaron siguiendo un m6todo descrita previamente 
(WTttkade y col., 1982; 1988). arevemente, el ganglio, una vez disecado, se digiri6 con 
tsigsina (O,l%f en una soluciQa salina tampnada con fasfatus y las céidas se dispefiwon por 
trituración. Las muruoas (SOQ.000 céiulasíp~cilto, en pplacas de 24 pocíllos) se mantuvieran 
en medio Dulbwo F12 suplementado con imulina, trarisferiina y factor de crecimiento 
neurcinal en cubres con pdilisina. Las newonas simpáticas se usaron despuks de 5 6 7 días 
del euf tivo primario, 
A lo largo de los &timos 60 años se han desanoliada tres ticnicas elec~ofisiuf6@cas 
que han propiciad6 el avance ea el conocimiento de los mecmisms de- membrana 
.fWidamp:ntales que permiten la trailsdu~~i6n de h infumcih y la comunicacici6n neuronal. 
Estas son d registro intracelulq las técnicas de fijacibn de voltaje y el registro de corrientes 
elementaIes haciendo uso de la finita &nominada "patch-damp" (Hille, 1992). 
b tecnica de "patch-clamp" es una variacibn de In gcnica de fijaciún de voltaje y 
consiste en mantener fija la diferencia de potencid de un pequeño trozo de membrana; de esta 
f~m, &diendo la Mente necesaria para rnantewr dicha d8erencia de potencial, se puede 
cuantificar d flujo de icines a tra* de dicho Ifozri de m.tafrrcina (HamXU y cd., 198 1). Esa 
M~rterilzles y Métodos 
tknica permite el registro de corrientes a nivel microscúpiw, pudiendo rnediise comenies del 
orden de p k  En esta tkuictt se emplea únicamente un electrodo tanto para registro de voltaje 
crimu para el registro de corriente. 
EI primer paso en la ejecuci6n de h técnica de ')ateh clamp" es la formación de un 
sello de alta resistencia e&trica entre la membrana y Ia punta de la pipcta Para ello se utiliza 
una pipeta de cristal cuya punta ha sido pulida al fuego que posee un diheir0 de 
a p r u x i ~ m e ~ t t e  1 pm La pípeta se aproxima a Ia membrana de la célula y se presiona 
contra ella, fummdo un sello eléctrico con una resistencia dd orden de SO M12. La alta 
resistencia be e§& sello ase~urii que 1a mtyorja d~ las co~fientts originadas en un pequeño 
parche de n~mbrana fluyan hacia el interior de ia pipra, y de alti ai circuito de medida de 
contierire. Admiis, la elevada resistencia del sello contribuye a que exista un bajo riive1 de 
mido en los registros, al evitar ek flujo de corriente entre pipeta y baño. 
Bajo condiciones apropiadas (mantener limpia la superficie de la pipetsi) y mediante la 
aplicacihn de una ligera succión al  interior de ia pipeta se pueden conseguir sellos pipeta- 
membrana celulmi~ con resistencias de 10-100 GQ, conocidos como "giga-selfos", que reducen 
el mido del registro en un orden de magnitud, y permiten fijar d potencial de un parche de 
mehraaa. AdeW, estos sellos son mecánicamente muy estables, lo que permite redizar 
cierto nUmero de manipulaciones mecánicas que dm lugar a las distintas configuraciones de 
esta témica, entre las que cabe destam (figura 9): 
Dicha ~onfiguracidn es la que se consigue cuando la punta de la p i ~ t a  se aproxima a la 
membrana de la céIula y se aplica ufia IIgera succiOn al inreñor de la pipeta, formándose un 
gigasello: entre fa membrana y la punta de ka p i p a  (figura 9). 
Esta configuwci6n permite el registro de las corrientes que fluyen a través de uno o 
varias males  presentes en el parche de membrana que está en la punta de la pipeta. Presenta 
10s inconvenientes que la ssduciOn intracelulat no puede ser controbda por el investigador y 
que el potencial de membrana no se conoce cron p c i s i 6 n  sino que sóio es estimado- Esta 
configriracibn permite, por tanto, el registra de corrientes unitarias manteniendo intacta la 
composieiai del medio intraceluhr, lo que es muy Qtil p;in estudio de modulaci6n de canales 
iónicm por s epdw rnedsajeros, Esta es !a con'figuracib usada para la realización de los 
experimentos era ca~al  aislado, 
Figura 9.-Esquema que mesttn las distintas configwxioricis de las técnicas di: +'patcIi-ci~~iip" 
Íadapiptiid6 de Hamill y col., 198 t ) 
3 2 L - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ d ~  DE CELULA ENTERA 
Esta ~onfiguraeión se obtiene a partir de la configurtcci6n de celuIn adherida fb'cell- 
attached'"). La posterior iiplicacih de una suave succi6n o presirín negativa puede causa la 
rotura del p ~ c h e  de membrana que hay bajo los bordes de k pipeta {figura 9). Esto permite la 
comunicacSOn enue el interiar de la pipetct y ef medio intracelular, con lo que \a pipeta de 
'patch'' ahora registra la actividad de la totalidad de canales iónicos presentes en la 
membrana celular. Inmediatamente tras fa ruptura del parche de memtíranit, 13 soiucidn 
inrrricelular se equilibra con la soluci6n del ínteriar de Ia pipeta, qiie tiene un volumen 
muchísima mayor, en especial los iories inorginic~i;. 
L s  ventajas & esta tkcnica con respeto a la tkoícri ctbica de fijricidn de voltaje con 
dos electrodos son que esta se pude apkicar a celulss peguefias, en las que sería imposible 
inWMucir dos elect~uáos., permite iiri cierto contra! sobre la composición intr~celultu y 
presenta una bueaa relación señd-nlld~, lo que permite el registro de con-ientes de muy 
pequeña intensidad. La principal lirnlmciun de esta configuración es fa perdida gradual de 
componentes intrcelulms, principalmente segundos mensajeros. que puede cuusm una 
e v a d  desaparicirín de la respuesta modulada por estos compuestas. 
B8gistni y ~lr&&~Is de h mrrieRte8 de ca2* en e6lulris cmma$nes bovinms 
Pm el regisUo de las conientes globides a través de canales de eaZC en células 
cromafines bovinas se fabrican pipetas a panir de eapifares de vidrio de borasilicaru, 
mediaate un estirador vertical de microelectr~dcis en d ~ s  pasos. A continurici6n se puli6 la 
punta de la pipeta con ayuda de una rnicrofoxja, para conseguir piperas con una 1-esistencia de 
de 2-4 MSL, moptadas sobre el psemplScadores de un amplificadcw de "patch clamp* 
DAGAN 8990, que p i t e  h ehimcidn de los uñnsitorios cápacita~ivos y 1 a compensaci6n 
electr6nica de las resisrenclas en serie, Para la estlmulación celular y la adquisic5611 de datos 
se u t k 6  una inarfase Labmastes conectada a un ordenador PC y el programa iaformitico 
pClmp. La adquisición de los registros de corriente se realizó a una frecuencia de rnuesxreo 
de 10-20 KHz, firváodw a 10 KHz. 
Prira la realizcicidn de estos experimentas, los cubreobjetos de vidno conteniendo la 
ce7ulas se culocan en una pequeña cámara de metacrilato montada sobre la platina de un 
rnicrascopiri invertido Mikon Diaphot. Esta c h a r a  se perfuade constanternenre con una 
solucidñ control Tyrslde que contiene (en M): i37 NriCI, 1 MgC12, 2 CriCl?, 10 
MEPE5/MíOH, ajustada a pH 7,4. Para el registro de las corrientes a tri~vés de canales de 
C& en la mayoría de los experimentos rnostmdos en esta Tesis se vii a emplear 2 610 mM 
de en vez de 0' como catiirn rraasporladur de cargas. Para suprimir Ias coirientes de 
Na+ se utiliz6 TIX a una c o n c e n ~ ~ l ó n  de S $A Las cétulas san dializadas con una solucirjn 
iyi~acelu\ar que cantiene (en mM): 10 NaCl, 108 CsCl, 20 TEA.CI, 5 Mg.ATP, U,3 Na-GTP, 
14 EGTA, 20 WEPESfCsOH, ajustada a pH 7,2. 
A 1s celufas se les fijijd el potencial de membrana en -80 iizV, y, generaltnenie, se 
' 
siplicaron pulsos despolarizantes de 50 ms de dlimci6n a distintos potenciales, a intervalos de 
10 5, Para ei maisis de los resuliadas se descartaron aquehs dlufas que pi-esentaban un 
marcm Invado (urundown") de las comiedtes a ~ d v é s  de canales de (Fenwick y col., 
19821, para ebmins posibles mfactos derjvados de las corrientes inespecficas de fuga3 aLj 
corno de Ia conientes capa~itrrtivas, se sustraen  sando do I.ds corrientes gener;&s por la 
aplkaeión de pulsos hipeqohrizantes, o bien medíme la sustmccibn de las corrientes 
insensibles a cd2' registradas con el mismo protocolo. 
El cambio de las soluciones extracelulares Se nalk6 mediante un sistema de villvulas 
rmtroladas dectrdnicamente, coüwtadu a iina pipeta de perfusiOn com6n cuya punta se 
posicionaba a mms de 100 pm de la dfula bajo exprimentacidn, El flujo de este sistema de 
p r f u s h  se controiaba por gravedad, mmteni6ndase una velocidad de flujo <I  m4 min-', de 
tal modo que tic produce un cambio total de la solub6n que bírña la cdiula en menos de 100 
ms- Todos tos experimentos se hm realizado a temperaura ambiente (22-24OC)- 
~.~*-CONFIGUMCIÓN OE PARCHE PERFORADO 
Esta es una variaci6n de la configuraci6n en c6luIa entera que tambih permite el registro 
de corriente a traves de todas bs canales abiertos en la totalidad de la membrana pero ron 
ventaja que se evita d lavado de la corriente y la p%dida de componentes intsacelrala~s. Esta 
configuracih se obtiene por la inclusión en la solución del inrerior de la pipeta de "palch" de 
mulkuIas como nistatina, doteficha o gratnicidina, que forman poros en el parche de 
membrana bajo la punta be la pipeta. 
Para trabajar en esta configuración primero hay que conseguir la configuración de 
c6iula adherida y esperar a que se formen los poros de nisiatina, anfoiericina U ~nmicidina 
sin qlicar ninguria'succibn a l  electrodo. LOS poros que forman estas moMcdas son 
fundmentat~ne~te p meables a fows moilovafentes y permiten el acceso el6ctrico al interior 
celular. L Q ~  registros de corriente se renfizan sin pkrdida de componentes intrcicelulrires ya 
que dichos canales son iqermf?;abies a moieculm del ramañu de la glucosa o superíores. Esta 
coiifiguraci6n resuita de especial utilidad cuando se quieren estiadiar procesa'; dependientes 
de segundos mensajeros. 
Estas son las configurdciaues ideales para estudiar la co~~ientes unitarias que fluyen n 
través de un sofo canal cuando, adicionalmen~% se quiere controlar la composicihn de ña 
solucibn intacelular y/& extraceIu1~- 
La configuración extP:rior*fuera rautside-out") se obtiene a partir de la 
cúnfiprairi6n de celuia entera mediante un ligero estiramiento de separacián de la pipeta de 
la célula, lo que ocasima una estmgutación de la membrana y la pssteri~~ excisiio de un 
mctzo de la mism del resto de la c6ida. Al romperse de esta manera la membrana, 10 que 
iaicidmente era membma externa va a quedar en contacto con la salución exrernü? mientras 
que Iu que era membrana interna de la ckluta va a quedar en contacto con fa soluci6n del 
interior de la pipeta de "pach", Esta configuraciori se utiliza cuando se desea aplicir fan~bios 
*dos en ia soIuci6n extiacelular, por ejemplo, pam estudiar los efectos de diferentes ioms o 
agentes farmacoktgkos aplicados d Lado extrmkulas' de la membrana. 
La canfiguraci0n interior-fuera i"311sIde-ouP'; figura 9) se obtiene a partir de la 
conFrguraci6n de celda adherida Una vez obtenirlo el seIb se retira 1ü pipera junio con un 
pequeña trozo de membrana, de tal f o m  que el iado intraceiular queda en la parre externa de 
la pipeta, en coatactu c m  el baña (que actuar6 como scilucián intracelula~), La rnembrtina 
extracelular va a quedar, por tmm, en contaciu con la solución de fa pipeta. Esta 
c~nfiguraci6~ & ailiza cuando se quiere estrrdiar el efecto de los cambios en la co111pnsici0n 
de la s~lwián intracelular, par ejemplo, para estudiar el efecto de diferentes irsnes. segundos 
mensajeros y agentes farmacolcigicos a nivel in~acelular- 
bs métodos detztkladm de la medida de la liberación de ['HI-NA se han descrito 
prevhn~ente en la li~e~xura (Wuod y Bunge, 1975; Wahde y W.dk.de, 1988). Brevemente, 
Las neuronas sirnpilticas se incubarno en presencia de [ 3 H l - ~ ~  (4 pCiCi/ml de una solución de 
KFebs-HEPES; incubadas durante 1 h a 37°C). A continuacián, las cSlulas se lavaron 
repetidamente, para eliminar el exceso de radiactividad y se recogieron rnuestrac cada minuta, 
que nos sirvieran para determinar la liberación de I%]-NA esponiiinea (basa]). 
Posteriormente, las neurona se estimularon con una soluci6n despolarizanre conteniendo 70 
112M de K' y se recogieron tres muestras cada minuto, durante y despues de la estinrulxión; 
este valor se considera el 100% de la iibefición, Para estudiar el efecto de iluestl-ris niolkulüs 
experimentales, éshs se incubaron durante 10 min, antes de la estimulación de la liberación 
con 70 mM de K*. Al. f h d  be ios experimentos, las eklui'ils se lavaron dos veces con Krebs- 
fEFES y se añadió! 1 mi de &ido tridomacético (al 10%) para lisar las células. 
Posteriormente! se rasparon los pocitfos, se aspiro su contenido y se coloc6 en un vial de 
pIrEstico d qw se añadi6 3,5 mt de líquido de centeHeo. Estos tubos se contaron durante 10 
rnia ea un contador de centelleo marca lSOO TRfCARB (PACKARD). Esta medida permite 
calcular el contenido total de [ 3 ~ ~ - ~ ~  ea nuestra preparaci6n. 
La liberación de [ 3 ~ ] - ~ ~  se enpred en fm de c.p.m. netas y como el porcentaje 
respecto al contenido total de ['H]-HA. 
42.-MEDIDA DE LA S E C R K ~ ~ N  DE CATECOLAMZNAS EN POBLACIONES DE 
CÉLULAS CROMAFINES 
Para la realización de estos experimentos, en una micrmkará de 200 ~1 de votumea se 
depositaroo 5x10~ ckluulas cromafines bovinas que se pehdieron a temperaiuta ambiente 
(22-24°C) con una soluciiin kebs-HEPES con la siguiente composicih (m mM): NaCI 144, 
KC1 $9, MgC12 1.2, CaCI2 2, glucosa 1 1, HEPES 10, ajustada a pH T,4. La velocidad de 
pdusi6n fue de 2 ml min". 
El líquido que fluye procedente de dicha cámara, donde se han perfundido las células, 
pasa a eav& de un detector electruquimicó, modelo Mctwhm AG CH9IOO Hersau, 
trabajando en modo amperrim6trico (Borges y cal., 1986). Este detector apiica una corriente 
de oxidacidn de 6 5 0  mV, voltaje al que se va a producir la oxidaci6n de la(; catecolaminas 
presentes en ef liquido de perfusión, con 10 que se generan dos electrones por c d i i  moikculri 
de catecolaminas oxidada. El detector elec~quimico detecta los aiectrones, generando una 
corriente de oxidaci6n que quedar$ registrada en un ordenador PC, toati~lado por un 
progama informiitico desarroliado en lenguaje BASlC [figura 10). 
La semeion de caecolaminas fue estimulada mediante la perfusión de las céluIüs con 
soluciones despolwizeotes (enriquecidas en KI), cuya aplicación, al igual que la del resto de 
soluciones experimentates se relilizá mediante electrovalvulas controladas elec rt-6nicrirncnte. 
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Rgura J.O~-R~preseaitaciiJn esqmindticanientr: del sisienra utiIizudri para estudini- la sccrcciiin dc 
caacofaminas en iienpo mal en poblaciones de céiulas croitiafincs bovinas. 
RESULTADOS 
1.1.-BLQQUlW DE LA CONT'B~~CCI~N I DUCEDA POR SEROTONIHA EN 
DIVERSOS LECHOS VMCULARES 
Estudias previos desaroliados en nuestm iaboratorio habían demostrado que la 5-HT no 
inducía una crintrrt~ci6n mantenida como, por ejemplo el c, sino que una vez alcanzada la 
cantracciúa máxima, presentaba uria fase de relajaciún a pesar de seguir en presencia de 5- 
HT. Esrus experimentos nos indícabm que na era posible esmdiar el e f ~ a  de posibles 
ml6culas con acci6n vasodilatadara utilizando estz protacolo expex+ment.lil. con aplicacioneij 
cróriiea$ de 5-HTs Corno métucta dteraativri, se ensay6 el efecto conrriíctif de apIicxiones 
"&icirs" de 5-HT, n intervalos de 15 min, 
Como se describe ea el apartado de hlaterialas y MEtodos, para estudiar u'! posibie 
efecio vasodilatador de Za dotarkina y otras nloléculas comparativas, una vez estzibilizsch la 
preparación, se indujo su cantracci6n mediante Ia adición de 5-HT af baño de óigínas o 
mi6grgif0, a una concentración final de 10 jM. Una vez alcanzada L3 contrxci6n mhxirna se 
lav6 la preparaciiín con una solucicjn de Krebs-Bicarbonato hasta que secupei-6 su conrrrtcci6ii 
baca1 inicial; a conthaci6n, se valvi6 a Iavar una agunda vez la preparricion y, transcurridos 
15 min, se indujo de nuevo fa contraccidn mediante la adici6n de 5-HT al baño. 
Un e~perimnto tipico, mastimdo este p m t ~ ~ l ~ ,  se muestra en  la figura i IA, donde se 
muestran IQS regiski*os obtenidos con un segmento de h aivriit vertebr~l, se eqiiI1ibi.a 
inicialmente durante 1 b y luego se contrae con 10 pM de 5-HT. Una vez alcanzado el pico de 
contracci6n h arteria se lavaba, Al aplicar nuevamente 5-HT d cabo de 15 min, se produjo 
una respuesta contráctil de amplitud similar, alrededor de 8 d. 
Una vez obtenidas al menas dos cuntrnccjones cwtrol reproducibles procedimo?; 
adicionando la mcriécula a ensayar, af baño de órganos a la coticentraci6ii final deseadü 
durarik un periodo de incubacidn de unos 15 min, tras el cual se fealiz6 onu iiueva adicidn de 
5-HT para vatarar ci efwto de nuestra mol6ctila experiinenhl sohe la tontfi1cci0n inducida 
par 5-HT, ccim se muestra en la figura 1 1B. 
Arteria vertebrai 
I 
Figura I LRegistm originales de la contracción inducida por 5.HT m arteria vertebral de canejo. 
La coiai.racci6n se ind* can 5-HT ID pM ea auenciri (panel A) o en presencia de ~onrenir;icionc,i 
crtriefites dofariziaa (panel £53. La adjciijn de S-HT se representa por puntiis en la parte infcriiir de la 
curva. La dafarizinn fue añadida a concentraciones crixienws 15 ~nin antes y duranti: Irr aplicacidn de 5- 
HT. La bera  de mtraccion se axpres~ en mN (en ardenadas], 
E1 efecto contráctil de la adici6n de 5-HT se estudi6 en distintos lechos vnsculares, 
siendo fa amplitud de ia respuesta coa&tic~I inicial en respuesta a la adicign de 10 pM de 5- 
HT de 0,77@13 g (8 M, n=6] en la arteria vertebral, de 0,31LQ,Ul g (33 I ~ N ;  n=6J en la 
arteria mesent4rica (C rama), de 1,75&0,08 g (18 mN; a-6) en ia aoi-ta, y 1,4633.73 g (24 
m; n=6) en la w r i a  femoral. En todas las preparaciones, la adiciíin repetida de 10 pM de 5- 
333' provocd contracciones reproducibles durante periodos de hasta 3 h. 
EB Ia figura 1 lB se representa un experimento típico en el que se ha ensayada el efecto 
de Ia aplicacídn de coneermaeí~nes crecientes de do~arizina. Conlo pnedr observarse, la 
doWina praduja un bloqueo de la contracci6n concentraci6n-de~ndientei:. s endo O,I pM la 
eorrcentraci6n m h h n  Íumbrai) que prsdujo un bloqueo de ia wnt~~acción de la aiteria 
vextebd inducida por 10 pM de $-HT. E! &irno tikoque~ se obtuvo con 10 pM de 
dotarizina. 
Cun este protscolo experimentd realizarnos curvas concentración-respuesta de 
ketariserina (un lofoquemte de ieceptores S-HT?), ifocarizina y fiflunarízina en los distintos 
lechos zrrisculares (meria aorta, vertebral, femoral y mesentérica). Los resuiradas obtenidos se 
representan en la figura 12. C m  puede observase en esta figuraz la ketansei-inn fue el 
bloqueante más potente en bs cuatro vasos (USci eu el rango submicromola; vease tíibta 7); la 
dotarizina también bloque6 las contracciones a 5-HT ea todos iús vasas estudiados, pero con 
una C150 mas 10 veces superior (drededor de 1 pM), Por el contrario, fa flunarizina no afectó 
a la contmci6n inducida por 5-HT en la mrta y la femoral, incluso a concentraciones de hasta 
10 yM. Sin embargo, en los micfovasos la flunarizina sí que produjo una clara inhibici0n de 
la respuesta a 5-HT, (46% de bloqueo en la arteria vertebrd), siendo el efecto sobre fa arteria 
mesent6rica samilar al observada con la dotarkiina (CL5~ para flumrizina de 0,48 yM, y para 
dcitarkina de 1 .U9 a; ver tabla 7)- 
Estos efectos diferenciales de la flunarizlna podrian explicarse por el efecto calcio- 
antagonista be la ff uaarizina, ya que en los mici-ovasos de resistencia la conti.;iccií>n es 
altamente dependiente de la entrada de caz* a través de los CCVD del subtipo L, debido o que 
sus depósitos intracelulare'i de calcio esth pobremente desmllados (Benhaiii y Tsicn, 
1984): mientras que en las ar&rías de gran capwitaociri la contracciBn depende 
principalmente del CF?' liberado desde depósitos infracelulares (rerículo surcoplásinico), 
siendo éste menos afectado por la fiunaizina, 
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figura PZ-Efecto sntkerotoni&rgica de la dotarizina en distintas Jechas vasculam. Se icalizaron 
curvas concentraciófi rmpuesta para ver d bbqueo ejercida por dotaririna, flunarizina s ketanserina en la 
contraai6n inducida por 5-HT ea fa aorta (panel A), Femoral (panel B), vertebral (panel C) y rnesntCrica 
[panel D) del conejo, siguiendo el mismo pruitowla descrito en la figura i l .  Se utiliz6 DMSC) 
(dimetiIstiff6xida) como vehículo. Los danos se expresaron mn1.0 la mdia=.e.m. del núniao de 
exprimentos entre p&ntesis. El estudio ectadistico se Hevb a cahu mediante un rcst de ANOVA con 
carnparaciQn m6 Itiple [Ccheffe F-test). ", e, # indican diferencias estildísticctmente signi ticat ¡vas respecto 
al control, fiunarizina o ketanserina, respccfiwrnznte. 
Tabla 7.-ContmcciSn máxima (g) y CIa bM") de la d~iwitina, Bunariziwa y ketainxrinli en 
disLaltos lechos s ~ c u l m s  de concjo contraidos con 5-HT. 
LECHOS 
VASCUURES ~ Á m m  -ii4Cc.+~*l-r--li."~-~-----~---*----.*.*...ii-i-3-..iiClii--13- 
( ~ 1  m iKITAlmINA FLUNARIZINA KELA NSERINA 
--*-------~CLlri--i-i------~--~--.----."x.ir-3-.------iiiiC---l.----r-iir------..iiii.-ii.i_-ii-iii-ui-I-Li---ir-d-L-- 
AORTA r ,754,os (75 1 ,M ND 0 . 2 ~  
FEMORAL 2,45d,23 (10) 0,52 ND 0,053 
VERTEBRAL 0,77&,i3 (8) 1.35 46,5.5% inhibiciún 0,175 
MESENTÉRICA 0,3 14,06 (30) i ,O9 O& 0.033 
(4' rama) 
LL,-BLOQUEO DE LA CONTRACCI~N LYDUClDA POR OTROS AGENTES 
VASOCONSTRTCTORB 
Para probar la selectividad de h dotarizina y Ea liíunarizina en la cuntra~i6n inducida 
por S-HT, se realizaron los siguientes experimentos: Se utilizaron i i r ~  helicaidales de aarra 
(una para cada agonista) que se cantrajeron repetidamente con 35 mM de K', 10 pM de 5-HT 
o de NA, O,]  yhrI de Ag Lf y 3 @í PGF?,. Una vez estabitizadas las tu-as, las magnitudes de 
s u  conrrarrciones fueron 1,933fl.13 g (5-HT), 2,35+0.01 g (NA), 0,9610.06 g (Ag Il), y 
1,9M12 g fPGF2,). Lfna vez caracterizada la contracciún control obtenida en preseilcia de los 
diversos agentes vasoconsuictores, las tejidos se incubaron durante 10 miri con dataizina a 
fiuriariziria (3 m), y se repitió la aplicaci6n del agonista vasoconstrictor pero en presencia 
del antagmista (una tira para cada agunista). La figura 13 muestra un ejemplo caracte~~ístico 
de este tipo de experimentos, representandose tos efectos bloqueantes de dotarizina (panel B) 
y flunarizina (panel C) sobre la contracción inducida por la aplicación de 5-HT { I O $VI). 
C o m  puede observarse en la figura 14, La dotarizina (10 m) bi0que6 un 37,3&5,8% la 
contracciijn inducida por K' y ia flunarizina (10 m) un 26,5G,3%. El bloqueo de 13 
contracciUn inducida por 5-HT h e  de* un 63&8,7% para la dotarizina y un 12,2i2,3 para fa  
fi uaarizina fp<O*O l ), Por e1 cúarrai'io, la coritr;rcci6n de Ia aorta inducida por asenres como lri 
NA, Ag Il, PGF?, no fue afectada significativamente por docarizina ni por flunarizina. 
Tampoco se afectO la contr8~ci6n inducida por en$utelina 3 nM (datos nia mostrados). 
Figura 13-Registros originales dej bloqueo de la daraazina en la ~ 0 0 ~ ; i ~ c i b I I  inducida por 5-HT La 
aatzade conejo. La conwacxibn % indujo con 10 !M de 5-W en mseiicra {panel A). o cn presencia ilt de 
dotririzina 3 pM (pariel3) o de Ilunarizina 3 yM (panel C), La adicirin de 5-HT x reprcscniü por punios 
en la parte inferior de ka curva. L a  flechas indican d momento en et que si: ha üd~j~inistitrido dutarizjna o 
R ~ a r i z i n a  y cuando tUi comrnzdo el Invado del Fármaco. La fuerza dc contrnccion se expresa en g (eii 
ardefida~). Este mismo protocolo se sigui6 igual para el rcsm de agentes v ~ a n i s i c i c > r s  V. N& Ag 11 
Y PCF!, 
iza, 
Cíuitrol Kcl  5-HT NA Agn PGP 2a 
1 Flunakina 10 pM 1 
Figura 14.-Selc&iVldad de la dotsirnina frente a distintos agentes vasaconstrictores. Se muestra el 
efecto de Ia dotarizñna (panel A) y de la fluaarizina Ipanel %) en la contracciim de la aorta de conejo 
inducida por distintos agonistas vwconstrictores: 35 niM de K', 10 pM de 5-HT y de NA, O,l pM de Ag 
II y 3 pM PGF&, Las contracciones obtenidas en presencia del antagonista se expresaron como % del 
control (or&adPs). kas difemida estadisticmente significa?ivas se derermínaron par el test de 
WoVA con compmcih multiple adecuada (Fisher PLm). Los datos san Ia med&e.e.m. del númem 
de mperimeetos mcistrados entre parbntesis. * = diferencia astadisticmente significativa can respecto al 
control; # = diferencia es.ttidi$ticamen~ significativa con respecto a los otros agentes vasoconstriciores. 
La d~tatiziaa, ademis de los canales de ea2' vasculares, tambiki bloquea los canales 
de ~ a ' *  newanales impliaulos en la IiberaciQn del oewo-miis~ (Viltarroya y col., 1995); 
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Figura 15.-Efecto de la dotsrizina en la contracci6n inducida par esümulacib~ eléctrica en la arteria 
cerebral media bovina. Se emplcb dotarhina 1 y 3 pM, y fiunarizina 3 pM en arterias cerebrales sin 
eridotelia. Los par&mos de eslimulwih fueran 0,3 ms, 4 u 8 Hz, 200 mA durante 30 s. tos &tos 
rmpondm J % respecto a ia respuesta mtra~ti l  inicial de K" 75 mM que es de 3,5*0,7 g. Los dms son la 
medi&e.nrn. del n h e m  de ~~Wmaifo~ que se expresan entre pdntesis, *PsO,@, san diferencis 
estadlsticamente significativas respecta aI conhl obtenidas m el test de tri t de shident. 
por b que nos preci6 interesante cooucer si d fármaco modificaba fa contritccih de ia 
arteria inducida eldc;tricmente, que es secundaria a la liberación de NA y dependiente del 
Ca2f de las termiaraciones nerviosas simpaticas (Hardebo, 1992). 
la figura 15 se muestra el efecto que ejeicen la dotaiizina ( I y 3 pht) y la 
fiunarizina ( 3  $A] en $3 cunEacci6n índucida pm cstimulación eIectrica (0,3 ms, 4 y 8 Mz, 
200 mA durante 30 S), La ~0fitracci6n fue de 3,5@,17 g ( ~ ~ 2 9 ) .  Los resultados se expresan 
como % can respecto a la coiitraccibn Inicial índucida por Kf 75 M. La amplitud media de 
fa cantracci6n evocada por h baja (4 &) y la alta frecuencia (8 Hz) de estii~iulación eléct~*ica 
fue de 73% y 14% respectivamente, frente al % de conmcción inicial evocdrr por el K+. 
La presencia de 1 pM de dorarizinn inhibiB significativamente la respuesta contrácril a 
la estimulaci6n dectrica a 4 Hz en un 53 % @=S), pero no modifica la observada ü S Hz (21 
%, a d ) .  Dosis m& elevadas de dotarizina (3 inhibieron significativamente t á respuesta a 
la estimulaci6n eléctrica. en un 44% ((n=T5) y 53% (n=15) a las dos frecuencias utiii~adüs 4 y 
8 Hz, respectivamente. La presencia de aunarizina 3 pM no modificó la respuesta contráctil a 
4 Hz (29%, n=4), mientras que disminuyó la respuesta si 8 Hz (42%, n=9). 
XA**ANTAGONISMO DE LOS RECEPTORES DE 5-HT 
El bfoqueu dotariziaa de la contraccibn inducida por 5-HT puede ser atribuible a 
varios mecanismos, entre los que podemos encontrar un posible efecto antiserotoninkrgico del 
faimaco, por lo que resutta imprescindible caracterizar este psible efecto, ciímparativ;urmiente 
con un conocido agente bIoqucante de los recqtores de ser~tonina, como la kirtanserinn. 
Para estudiar el posibte efecto antagonista de los receptores 5-HT de la datxizina, se 
realizaran curvas concentraci6n-resp~ecta acumulativas de 5-HT en tiras de aorta, 
valorhdose los posibles efectos de distintas concentraciones de dotarizina (figura 16B} y de 
Iretameñna (figura 16A). Los datos se normalizaron en cada arteria y se expresaron conlo el 
% de la cantracciún inicia! inducida por 40 mM de K*. 
Corno puede apreciarse en la figura 16, eI mrrztnísmo de acci6n de la dotarizinri com~ 
bloqueante de ia conniz~ción arirtica inducida por 5-HT parece ser distinto üI de ¡a 
kgtanse,rinn. Ea dotziziaa produce un bloqum depndrente de c~ncentracian de Iü coitrri~:ci?On 
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Qpra t&-Curvas con~ntracidncfespu~ de 5*HT en tiras de aorta de conejo, Efecto de kztariserina 
(panel A) y dotarizioa (panel B b  S610 se enay6 una concentracirjn del antngonisra en cada prcparaci6n y k,s 
cunir&s m eniras independientes. Los datos st normalizan en cada tira individual, coiiici cl Q dc la 
~ .~nrrsc$ jn  inicial inducida con K* 40 mM. LOS datos son Iri ri~edi&e.e.m. de (1-3 tiras patx c i i h  
conccntraci6n de unponistii. 
inducida por producienba una modificaciSn de las curvas concenlración-respuesta 
compatible con un antagunism de tipo no competitivo, ya que el despjazamiento de la curva 
eoncetltraci6n-respuesta de 5-HT no es paralelo (figura I63) y, en presencia de dotnrizina no 
es posible  cm la contracción maxima evocada par 5-HT, indusci incrementando su 
concet.itrnci6n a 300 pM. 
Por el contrario, k ketanserina produjo un dsplazamiento paraiela de la curva 
concen@ación-respuesEa de 5-HT hacia la  deecha (figura 16A), lo que confirma que la 
ketanserina se comporta como un antagonista comperitivú de los receptores 5-HT, con un pA7 
de 3,8. 
a-VOL'SME_DEPENlfENCIA DEL EFECTO BLOQUEANTE DE DaOTARlZINA 
Se ha descrito que los derivados dlhidropiridinicos presentan un bloqueo voltaje- 
dependiéme sobre el mirscub liso vaseular (Nelsoa y W~rley,  1989). De ahi que nus haya 
interesado estudiar la posible vdtaj e-dependencia de dotarizina y Au nafixinri. en comparac ion 
con nifedipino (prototipo de DHP) 
Para estos estudios se empleo un protocúl~ exgecimental qiie cansisti6 en incubzicidn de 
las tiras fieficoidales de la aorta en una solución de Krebs sin calcio en condiciones 
hiperpolanzantes (1,2 d Ke/D ~ 2 )  o despolarizantes (100 mM Kt/O ~ a " )  durante un 
periodo de 75 min. A mntinuaciiin, se indujo la contracción de las arte~~ias hiperpo1arizada.s 
sustrtuyendo la ~ o l ~ c i h  del baiio por etra que contenía 100 nlM K'I1 ,C, mZlZ ea2+ mientras 
que en las arterias desgohrizadas simplemente se adicionó ~a~ al bailo de órganos pan 
obtener la concentración final de I,5 de eaL+. Una ve2 alcanzada la contracción máxima, 
las preparaciones se lztvaton hasta alcanzar, otra vez, el tono basal. Después de obtener dos 
contraccjcines reproducibles, las preparaciones se incubaron 15 min con iluestro ff;irmaco 
experimental en las dos condiciones experimentales (hiperpolarizaote u despol~iliz~nte), tras 
el cual se indujo de nuevo la cootiaceiai del vaso. La relajación inducida por el fiirrnaco en 
condiciones híperpolwizaates o despoiarizantes se expresb como el porcentaje de la 
cúntsacci~jn inicial ( jOO%) obtenida en cada caso. 
La figura 17 muestra Ltoa serie de registros originales en los que se ha empleado estc 
protocola experimenttil )I $e ha empleado, dot&ina (3 pM) en condiciones despularizadas 
(panel A) .e hiperpoiarizadas (panel 8)- Como puede apreciarse, no se encoritl-amn diferencias 
la arteria aorta de conejo. 
+ 1 J Ca" 
Fi 'ira 17.-Registros sriginales de1 efecto de b doiarizina en la contracci6n inducida por 1,s rnM de gzi Ca en srteria~ despolarizadas o hiperpciiarizadas de aorta de conejo, La contracción se iiiduju con 
l,5 mM de C;I" en arterias deyolarizadas (panel A), a 1,5 niM de ea'* m& 100 xaM de K" en Ias 
h i ~ q m I ~ ~ ; t s  f i i a ~ i  B). Las arterias despalarizadas se incutuaron ctyn C) ca'' y 100 nlM de K' y las 
hiperpola*izadas can O ~ 2 '  y 1 ,S mM de K*. La adicidn de ~ a "  o ~ t i ? i  más K* si: representa por puntos 
a parte inferior de ta curv~. Las flechas indican el mOinentu en el que se adrninist~6 dotariziiia 3 pM. 
b f ~ r ~  de contracciori se expresa en g (en ordenadas), El mismo prolocolo se realii?ó raztihiin con 
tlunarizira y nifedipino 
En la figura 1 8 se representan Los datas medios obtenidos en esta serie de expeiimentos 
en 10s que se ha erisayado la vukaje-dependencia de los efectos bloqueantes de nifedipino, 
dotxigna y fiuu&im. C m  puede observarse en la figura, el nifedipino (10 d i )  produjo 
im bloqueo de un 70% (a=@ de la contracción evocada por 1 3  mM de caz+, cuando se 
incubaban Las preparaciones con una solución despolarizante (O Ca"1100 Kt). Sin embargo, 
cuando se incubaba el nifedipino en presencia de una solución hiperpoiarizante (O ~a''ll,2 
c), el bloquea de la cantraccióli induclclu por este f h a w  fue de tan solo un 40% (n=8). 
Despu6s de 15 y 30 min de lavado, la recupraci6n de la cúntmcción fue menor cuando las 
p~paracio~es fueron incubadas can la soluciiia despolarizante en. comparación con la mayor 
recupracláln observada era condiciones hiperpofarizantec. 
M cunri.ario de lo que ocurre m el nifedipino, el bloqueo de la contracción producida 
por la dotarizina (3 N; figura lBB) ,  en las arterias preincubadas con Iri soluci6n 
despolarizante es de 41&-3,4% (n=7f, muy simila- a la observada con la solucibn 
hiperpolarizante (37$3,6%, n=7), lo que sugiere que cf efecto bloqueante de Ia dotarizinri no 
es voltaje-dependiente a diferencia de la que ocurre con las DHPs. La reversiPn del efecto 
después de I h de lavado fue de un 20% en ambos casos. 
Con la flunxizina 3 phl (figura l8C), sí que se observo un bloqueo & marcado en las 
arterias despalarizadas (37$9,4%, n-5) que en las hiperpularizadas (17,7&7,16%, n=7) aunque 
las diferencias no fueron estadfsticmente sigriificatjvas, Es intei-esante destacar, ei efecto 
Moqlieante postfrIrmaco de la flunarizina, no 5610 no revirtiri e1 efecto después de 1 h de 
lavado, sino que se increment6 el grado de bloqueo de la contracci¿in, obteniéndose un 
bloqueo de un 95~1% y de un 80-12% pan despoIarizUdas e hiperpulaiizadac, 
respectivamente, a pesar del largo riempo de lavado del frimaco. Estos datos sugieren que la 
flunarizirma, a diferencia de la dotxizina, es capaz de acumuhrse marcadame tite en los titi.ios. 
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Figura 18.-E1 efecto can dotariu- na es voriltntjei&pendeudIente. Se ha explorado la voltaje- 
dependencia del nifipina 10 nM (panel A), de la dotariúmia 3 @M (panel B) y flirnarizina 3 pM (panel 
C )  en tiras helieoidales de la aoi.tst de conejo. Las columnas negras muestran el % de conttaccidn de las 
artedas que se uicubaron C ~ B  O Ca2* y 100 d de K*: al C ~ M  de 15 min el tejido se conbajo afiadiendo 
1,5 mM de caB. Las columnas blancas muestran el % de wntraccibn de las arterias que se incubaron con 
Q caB y 1,2 mM de K+. EI niMipino muestPa un claro efwto voltaje-dependiente siendo su bloqueo 
mayor sobre artetias despularizadas. En cambio no se abwm este efecm ni con do-na ni con 
ffwarizma. ltos datos son la medi&.e,m. del nitmero de experimentos mastrados entre p d n ~ i s .  
*p&,05, ***PsO,O@l son difefemias i;stadisut?imente significativa obtenidas con el test de la t de 
student comparando despokízadas con hiperpo1dzadas. 
1-6.-BEPENDENCU DEL [ca27. DEL EFECTO BLOQUEANTE DE LA 
DOTrnZrnA 
Para estudiar la anemia de la [m. sobre el bloqueo de l a  mntraccibn pmducido 
par la dotariziaia, se diseñaron experimentos utilizando arterias cerebrales bovinas. Para 
normaáka 10s resultados, d a s  las preparacioaes se contrajeron iriicialmente con 70 mM de 
K* y £,5 mM de CaB; esta cnieaaini se considaó c m  el 100%. Después, las 
preparaciones se lavaron hasia que el toa0 volvi6 a La linea basd, 
Postmismente, hs arterias se preiilcubarm ron una soíucicin despolarizante 
0ca2'n0R' y se afiadieron wncentraciunes creiieotes de [&'le (0,1-2 mM)* para conseguir 
contracciones pdudes de vms. La mncentraoiión umbt8t de [Caz7. capaz de conseguí]: 
una coatraccián medible es de 0,1 mhd (o,29&,03 g, n-4, que correspoade con un 25,4h6,áS 
% de la oontracción inicial evocada por 70K4f 1,5 caz?; 1s contracción máxima se alcanz6 con 
una concentración de 2 mM de [caz% (2*0,3S g; 1@&23%t7 1-1-41. Los datas obtenidos en esta 
saie de experimentas se rscogw en la figura 19. 
Corno puede apreciarse en la figura 19, en presencia de 1 pM de dotariñna la amplitud 
de la coatracción se redujo a todas las concentraciones de Caz' probadas. Al aumentar 
pchrhente  las concentraciones de [ c ~ L ,  se uidujaon contnic~ones mayores, pero con 
dotanwna, no m llegi, a al~amar la mtracci8n mkima obtmida en. ausencia de ésta. Con la 
rnayorút de las camentracioms de [caB], probada, la cantmcccián obtenida con dotariz'i 
fue aproximadamente La mitad de la coi@x~cibn cantrol mientras que con 2 mM do [Ca2'], la 
~ontracciiin se qmximú a 10s valores contrates {124*6 % en presencia de 1 ph4 de dohrizina 
l64d3 % en ausencia de dotarizina). En presencia de 3 pM de dotahina se redujo la 
oonímccián ewcada por CI? en mas de un 90 %; en presencia del compuesto, la contracción 
fue &la & 0,3Ui0,09 g, compmdo con 2,0&,3 g de fa ~ontraccibn control (figura 19). 
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figura 19.-Efe~ta bloqueante de la dotarizina en in canti-ricclbn inducida par caz* en h arteria 
cerebral m d h  b~viaa. Los resultados se 1xim1'izamn mmiderando el 100 % de la contracción, a las 
amiw cont ra lb  inicialmente con Kt 70 mM y Cali 1,5 mM. Luego las arterias se lavaron y se 
Incubaron en una solucibn do 70 'mM y cG' O mM. Entonces la wncracción se indujo media- la 
dición de concentraciones acumdativas de ca2+ (m abscisac), en ausencia (control) o en presencia de 
do&ma 1 tj 3 @d. Los datos representan 1a rn0die.e.m. del número de experimentas mostrados entre 
p~&ksk- El estudio estadístico se Ilw6 a cabo mediante un test de ANOVA con comparaci6n mfiltipk 
(scheff~:   test), *,+ indican difenacías estadísticamente significativas respecto a la curva control y a la 
ema de dobizína 3 pM, re$pipectívarnente. 
En todos los experimentos que describiremas a lo larga de esta secci6n se ha enipiwdo 
la conñg;uració~ de c6lula entera de las técnicas de registro electrofib;iol6gico en fijación de 
voltaje (patch-clamp), Corno se ha descrito en el apartado de Makeriídes y Métodos, esta 
con£jgur~ci6n os permite d regisfr~ de las corrientes giobdes que fluyen a travis de todos 
10s c d e s  iúnicos presentes eei Ia membrana celular. Esta ttecníca tambien nos permite 
controlar la composícion de 8% solueiooes intra y extraceluIares, con la que seremos capaces 
de registrar sdecitivmente las corrlenks de entrada a través de determinados subtipos de 
canales de caIciú. 
Para ef registro selectivo de las corrientes gbbaies de calcio será iilllpfe~cindibIe el 
bloquea de otras currieaes idnicas preseates en ia céiuh csomafin. Para dlo, como se ha 
descrito en la mci6n de Materiales y Métodos, mp!eamas una soiuci6n extracelular que 
cantiene 5 pbf de WX, uaa toxina que bloquea patentemente las corrientes de entrada rápida 
de N$ y se didizar6 el interior celular con una sduciún que contiene mayoritariamente icines 
Cs" (que no pemm a Uavés de 10$ canales de K+) y 20 rnM de TEA (un bloqueante de 
canales de K?. Para el registro de corrientes globales de caz* también se emplean oms 
manipuLaciones experimentales ritmo son la inclusjón de un quelilnte de ~ s >  el EGTA. en la 
so2rscjón Irrtkaceldar (que evitará el acfimuto de catimes divalentes en el interior ce!i~lar] y en 
muchos experimenws se sustituimos el a' exweluiar por ~ 8 ,  ya que este i6n pemea 
más ficiimente a tra~ks de los canales de caZt de atto umbid, lo que pern~ite regisrnr 
corrientes de mayor intensidad. 
Se redizaron una seríe de experimentos iniciales pcim estatiIecer las condiciones 
expetirnentdes que nos permitieran disecar famacalógicamente las corrientes de entrada a 
través de 10s crandi~es de ea2+ del subtipo PiQ de\ resto de suptipos. Así, prirzlerainente se 
&izamn cupas IN para identificar et potencial de e.s.itlmulactción al que se oobtiene la 
c~i~iente máxima, utilizando como catiún transportador de cargas ai B?', a una 
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Figura 20,-D~secr:ih farmd6gica de las $U, a t r a 6  de las canales PIQ en la célula cmmafín 
bovina, En ei panel A se rnuesltui E! curso urnparal del bloquea de ta í~, cuapdo la c&Iula se prfundr: cori 
una mezcla de co-comtoxina GVLA (GVIA) y nifedipino, y seguidaniaite de wagai~xina [VA (aga IVA, 
en ausencia de GYIA), durante el período de tiempo y Iits coneentr;iciones rnnstradati en las burras 
horizontales. Se representan las cvrrientes normalizadas (TiiJIhrna) frente al iitmpo. Deniro tlc cs1í.1 
represntaciSn se muestran 10s trassidos origirialesen distintos puntos a, ti y c del curso iciiipciriit. El panel 
$ mue5u-a un histogania de distribución de hcucncirts del nitmerrs de cGluias ((ordcaiillas) ilue prcncntan 
e! componente P/Q de la lBa tabseislts). En d panel C se muestra un experiiwntu típico en el que se 
m e s m  refacion entre el valiajt: y b corriente (cwva m) cn tina CxElulU CUYO VI,, se fij6 en -80 mV. 
concentracton de 10 mM. En estas experimentos, se fijo el V, de las células ci-onzafines en  
-80 mV y se agicarm putsos desptaizantes de intensidad creciente (desde -60 mV hasta 
-1-80 mv). Corno puede apreciarse en la figura 2BC, el umbral de estimulación at que 
comieaza a registrarse una corriente de caz' se alcanzó a -40 mV, el pico máximo de 
corriente a O 6 +IO mV y e3 potenciar de reversiún a +6O mV. Esto nos llevó s elegir el 
potencial test: de +10 mY para realizar posteriormente los experimentos en 10s que se estudia 
el cursa temporal de la 1~~ y SU modificitci6n par diversos fai-macos y toxinas (nifedipino, 3 
pM; m-conotoxina GVíA, I m; w-agatoxina IdA, I vM) que bloquean de foim selectiva 
determinados subtipos de canaleg de Ca'i (ver tabla 2). 
La frwm 20A muestm un 6xpeñmenPo típico eri el que la superfusión de 1% células con 
una solucidn conteniendo una combinación nifedipino (3 pM; un bloqueante de canales L) y 
w-caaotoxina GVLA (1 m; un bloqueanfe de cariales N) produjo un bloqueo de la Te, de un 
40%. El resto Be la corriente (60%) se bloqueó al adicionar O-agatuxinra IVA (1 yM) a l a  
soluci6n de pefisibn, la que confirma que este componente de coi~kmtc se corresponde a ía 
entrada de %a" a tr&s de los candes PtQ. Los datos glubales obtenidos muesuan que el 
bloqueo de ia corriente debida a los canales PlQ es de un 50% aproximadamenre. Así, por 
medio de este protocolo pudimos aislar la comente debida al componente P/Q de la debida a 
Ios subGpos L y N de los canales de Caz+. 
La figura 2OB muestra un bistrogramn de distribucion de frecuencias que nos indica la 
variabilidad observada en relación al componente P/Q de la corriente global de 5a'* en 
cktulas cromafines bovinas. Los datos globales nos indican que el campaneote sensible ü m- 
agataxina LVA (canales P/Q) en este tipo celular es de un 60% En el panci C de la figura 20 
se representan las curvas UV obtenidas ea una &tula cromafín bovina en condiciones conti-01, 
tras la wlicaciúri de una combhaci0n de nife8ipino+wconotoxina GVIA (la corriente 
registrada corresponde al componente PIQ) y tras la aplicrici6o de dotarizina (3 pM) una vez 
disecado fannacol6gicamte 10s canales PjQ. 
Una vez establecidas las condiciones que nos pemriten ;UsIar f ; i r m a c o l c m n  los 
cwali;~ p@, éstas ser411 utilizadas .en todos lirj experimentos desarroiladris can dot'wizinu. 
Así, los experimentos que se describen a caintinuaci6n se hicieron despks de tratar a las 
cbiulm con o-conotoxina G U  (que bloquea de forma irreversible ¡os caxla1es tipo N). y en 
presencia be nifedipino (al ser nn b].aqueante. reversible de los mala  tipo L). 
L . ~ . - C I ~ N ~ ' S I C A  DEL BLOQUEO POR DOTANZlNA DE LOS CANALES P/Q 
Fivrmi 31.-La datarbina h b q u ~  e inactiva &S X g ,  a trav6 del canal PiQ. Para analizar d curso 
temporal de£ bloquea par dotafizina se aplicaron pulsas despaiarimtes de 1 S, desde -80 a O rnV a intervalos 
de 30 s. Las ckhdas se tratson can o-wmotoxi~ia G m  y nifdipino como se muestra en la figura 20. En ei 
pneI A se representa el curso t e f i p d  de la CCm-ietlte d X b l a  bita; cfrculos blaocos) y de [a iil6ma parte 
de la &ente {circufas n e p k  en e! panel B se muestra una serie de regimos originab compondienta a 
la corriente control (a), tras la apticaciol~ de dokizina (b) y tras el lavado be Ia rnolbula (c). 
Una vez aislado el componente P/Q de la 11, como se ha descrito en el aptado aa~rior, 
se pesfundiesun Ias cejlulas cmmafuies con una soluci8n conteniendo dutai-izinii (10-30 pM) 
durmte un periodo de 10 min con el fin de analizar Ia cinktica de1 bloqueo producido por esta 
r~r.oI&üIa. En estos experimentos se apli~won puIsos despolarizantes a + i O  nzV, de t s de 
duración, a intervd05 de 30 s. La supafusiijn de fas células cm dotarizina 10 y 30 yMf, 
produjo un bloqueo graduaf raflto el pico (corriente máxima) como Ia parte find dr: la L, 
(figura 21). El mbirno blqum por dotarizina {~WO del pico y un 98% de 13 parte find de la 
curva) se alcana5 al cabO de 8 snin de pe~i-fivi16n con dokzina. Despues de 20 min en 
presencia & dotaiizina, se retira ksta del medio extncelular con el fin de analizar la posible 
reversi& del efecto bloqueante. En el experimnio mostrado en la figura 2 1 p~iede ob~e~vurse 
que tras el favado de dot&ina, la 1~~ se ~c11perCi parcialmente (80% de reversion del bloqueo 
del pico y 70% de recuperaciiin en la palie final de Ia Ih). 
Z.~~-C~NCENTMCI~N-DEPENDENC~A DEL BLOQUEO POR DOTARIZINA DE 
LOS CANALES P@ 
En este apartado se estudia la posible concentracidn-dt~ndencia de1 bloqr~eo por 
dotariz'ina de la 2, a través da tos canales de Caz' del subtipo PIQ. No se pudieron ~ ~ a l i z ü r  
curvas concentr~ion-respuesta c~mulativas por ser fa dotarizina un firrnüco muy Iipoff[ico 
que se acumuh en las membmas p h 4 t i c a s  y que va a ir bloqueando lenta y 
progresivamente los canales de Ca?', por lo que en estos experimentos se utilizli una sola 
cancéntraci6a de dotarizina por céluix~ 
Para la realización de estos experimefztoc se fijb el V,, de las cLlnins cromrifines bovinas 
en -80 mV y se aplicaron pulsas despolarizantes a 4-10 mV, de 50 m de duraci6n, a 
intervalos de $0 s. Como hemos comentado, la duiarizina bloqueó piogreslvan~enre Iri IB1, por 
la que no se Ilegd a alcanzar un estado de equilibrio ante lo que decidimos vttlol-ar el grada de 
btúqueo producido por cada cwcentracidn de dotarizina después de 5 minutos de superfusion 
de las ceiubds con el fármaco. 
En esa  serie de exge~imentes (no mos~adool) !a durüiizina presentó una CI,, de 20 a 
pwii el bloquear el pico de la corriente y una ClT0 unas 10 veces inferior (2 uM) para bloque:~r 
la parte Fmal de la 1, La concentración umbral a h cual se empezS a observar un bloqueo del 
pico de corriente fue de aproximadamente 3 pM (0,3 gd'd en el caso de h parte fina[ de Iri 
cu~~&nte]. .Curiosamente cuando se aplicarun concentraciones rn6s elevadas de datai-izina el 
favado de la molkcula fue mayor- 
2A.-USO-DEPENDENCIA DEL BLOQUEO POR MlTARIZTNA DE LOS CANALES 
PIQ 
El marcado cambio cinaico de la IB, observado d w t e  la aplicacióin de dorni5zina podna ser 
debido a varios mecanismos de accidn, entre ellas un posible efecto liso-dependiente del 
Mqueri (se produce muyoi- bloqueo a! estar mas tiempo abierto el canal), un pasáble efecto 
voltaje-dependiente (se produce mayor biuqueo al mantener la célula despolarizada duranre el 
pulso) o ua posible efecto de la dotarizina sobre las propiedades de inactivaci61-1 de tos canales 
de caz* del subtipo P/Q. 
Para estudiar si el efecto bloqueante de la dotarizina se relacionaba con el estado abierto 
del canal (efecto uso-dependiente), se redizaron experimentos modificando la frecuencia de. 
estirnulxiún de las células durante Ia superfusiwi con dotarlzinü. Pala ello, se a!ilicaroii 
pubos despolarizantes de 10 ms de dumciíin a distintos intervalos (5, 10 y 30 S )  como se 
muestra en la figura 22. 
Como se muestra en 1a figura 22, la dotxjsitia produjo un mayar bloqueo EmItO de ta 
corriente &ima como de l a  parte final de la IR, cuando las célukas fueron sstimulndüs a una 
mym frecuencia (intervalo entre pulsos S S), tanto íd cabo de 5 min de incubaciiin como al 
cabo de 10 min. Estos datos indican que el bloqueo de la Ia, a travds de canales de ea'+ del 
subtipo P/Q muestra carscteristicas de uso-dependencia, siendo myor el bloqueo a mayor 
frecuencia de esfimulaci0n, 10 que sugiere que la dotarizinii parece unirse y bloquear mejor 
cuando e1 canal esta en estado abierto. 
A 
Componente P/Q + dothzina 10 pM 
a Corriente pica 
w Corriente 
parte final 
Intervalo de tiempos 
22.43 bloqueo de los canales P/Q por dotarizina depende de la frecuencia de &niulaciiin. 
E[ V, de ]as c&lulas fijó en -80 mV y se aplicaron pulsos desp»l:irizmtes 11 O I ~ V .  de 10 iiis di' 
durac16n, a in&rvilus de 5, 10 jr 30 s. LBS tduias se trataron con wanufoxina GVlA iulis nifedipino. t r i s  
&]das se pef?ttndierrofi can una salucion extraczIular conleniendo dnkafizina 4 10 yM) dusmtc 5 (panel A)  
6 min B). tos  daros se reptesenrai cama el % de btquco de Ia tgn mr datiirizinri a las distinw 
f~cuencig dde estimulación. L u s  dütm son la rnedi&.e.m. del ntlimre de célultis indicado entre 
parbetesis. **pSO,OI, ***@,O01 son diferencias atadisticmen!e signi~icativas obtenidx con el test dc 
la t de student comparando Frecuencias de estirnulatrióa ti distintos intcrveli~s (10 y 30 s) frente U 5 s. 
25,-VOLTAJEDEPENDENCIA DEL BLOQtBO POR DOTARJ-ZLNA DE LOS 
CANALES P/Q 
Corno bemos comentado anteriormente, om de las mivos que podría. justificar el 
mayor grado de bloqueo producido por dotarizina d final áel pdso en compaaci6n con el 
bloqueo del pico de corriente podría se1 el hecho de que la dotarinna mastiase caracfel-ísticas 
de voltaje-dependencia, con lo que d fármaco se uniriii al canal y b bloquearia mejor 
rnie~tra~ la &Iuh si= encontrase en condiciunes m& despolarizadas {p.ej. durante el prilso 
despúlarizanze), 
Pm estudiar esta posibfe característica del bIoqum de la lBa a iraves de canales PIQ se 
realizt5 una serie de experimentos en las que se estudio el grado de btoqueo producido por la 
datmizina cuando se modifica ie3 V, de las c6tula.s- Acá, se fijo *te V ,  a t res  niveles: - 1 10 V, 
{m& hiperpofarizado), a -80 mV y a -60 mV (más despaIarizado) y se aplicaron pulsos 
despoIsirizantes de 50 ms de duración desde cada V ,  hasm O mV, a intervalos de 10 s. 
La figura 23 muestra los resultados obtenidos en esta serie de experimentos. Como 
puede apreciarse en el panel A, la superfirsián de las células can dotarizina (10 ,uM) produjo 
un bloqueo gradual de la .aIB,, que fue mucho m& pronunciado cuando las cblulas se 
mantuvierun con un V, mEs úespo1;iriz;ado (-60 mV) que cuando el V,,, de las células se fijo 
m -80 mV, Par el contrario, cuando las c&lulas se rnanIuvieron en un estado más 
hiperpakzado (-1 10 mV), el bloqueo por dotarizina fue significíkivamente; mis lento. E1 
grado de bloqueo & la IB,, valorado id cabo de í O  min de superfusión con dora-izina, fue de 
tan solo un 20% a -1 10 AV, iocrementándose hasfa el 80% cuando el V,,, de las células se fijó 
en -SO mV. 
El pmet A de la figura 23 también muestra regiskos originales de corriente obtenidos en 
1% &es, condiciones expesimentaies. Corno puede &semarse, el efecto "inüctivnnte" de la 
dat~izina fue mucho m& mmsinifxesto cuando las cdulas se mantuvieron con u11 Y,,, mi%? 
a hiperpa1arirsdo. 
Componente P/a 
U 2  4 6 8  1 0 1 2  
Tiempo bln) 
O Corriente pico 
Corriente parte final 
Q) 7 
O Corriente pico 
9 Corriente parte final 
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Figura M.-Blaquw del pico de cardente IB, a traviis d d  canal P/Q, a distintos HP. Ea csios 
experimentos se utiliza una iJnica cklula para cada Y,,; Q V,, de Iris c é l u h  se fijd cn a - I 10, -80 6 a0 
mV y se apt.icaron pulsos despotaizaTltes a O mV, a intewalus de 10 s. La durarizina (10 pM) se aplico 
dumrite 10 min ea todos 10s casos (barra superior h~rizantafl. El panel A presznta el curso kmp)riiI del 
efecto bloqueade de doturizinsi sobre ia IB, en tres c6lulm croinafines bovinas cuyo V,, si) f!iG al nivel 
indicado en la figura; en la pline derecha 18 representafl fi?,aisrros originales de corrienlc. ohienidos en 
&a sitmcibn. En el panel B se muestran lot; datos medias de Moquzn par daiarizinri sr)hre Iri currientc. 
del pco y sobre la pase T a l  de La coniente a loa \Im esudiadas. ruindo la daldziw se incuhiou 
durante 5 min. En e1 p e i  C se muestra lo mismo que cn el panel 8, pera cuando ta doiririziria se 
incubaba durante IQ min. Los datos carrespoaden a la medi&.e.m. del nliniero de cgluiüs indic;lelv entre 
~ardntak, "SO,U 1, ***pSQ,OOI son difemcias estadísticaiiíente sigsificativns obtenidas ron c.1 test dc 
la t de student comparando -80 y -60 mV frente a -1 10 mV cie Vm Fijado. 
2.bEFECTOS DE DOTGRIZNA SOBRE LA INACTIVACI~N DE LOS CANALES 
DE CALCIO DEL smm P/Q 
Potencial de pre-pulso 
Potencial de pre-pulso 
' Componente P/Q VW= -20,400,9144 mV (ns7) 
8 Componente PiQ+Dotarizina Vm= -41,241 1,182 mV (n=6) 
F@rp 24.-La dotarbina f~vmece la inactl~ficifin de Las canales P!Q. Se realizaron curvas de 
inxtivacián en ausencia y presencia de dotarizina (10 PW. En estos experinientos se fijii cl V,,, de 1ü 
&]da en -80 mV 7 ct: aplicaran pre-pulsos despotariantes de 2s de duraci611, a 10s diferenus voi~ajes 
indicados en abscisa (desde -1 20 hasta 20 niV, con incrementos di: 10 mV), seguido de un puIw test a 
mV, ck: 50 ms de duraciljn, a inr~vairrs de -30 ms. En et panel A se muestra la curva de inactiv~ciún. ias 
Ciaulos blancos son el conrw1 y los circulos negos en presencia de dotarlrina. EI panel B tiiurstra la 
C ~ W P  de inactivacihn normalizada. 
La taeesa raz6n que p&a justificar íos cambios cinkticas de la laa registrada durmte 
la perfusión con dotarizina es que este fiimaco actuase favoreciendo la inactivación de los 
c m d ~ s  PIQ. Paca explorar es@ posibilidad se realizaron experimentos utilizando pr~tocolos 
ti$h35 de inactivacíón de corrientes de ea3+ que se aplicaron en ausencia y en presencia de 
dutarizintr (10 pM). Brevemente, estos protocolos consistieron en la apiicacion, ii células 
cmmafrnes bovinas cuyo V, se habia fijado en -80 mV, de pulsus despolaritantes de 1-2 S de 
duraciún, intensidad progresivamente creciente (con incrementos de 10 mV), seguidos de 
un pulso test a potencial de Q 6 +lQ mV. 
La figura 24 muestra un experimento tiptm de curva de inactivación de los canales PiQ. 
Como puede observarse, en candiciones control Ia iB, decae; progresivamente al incrementar 
la intensidad del pte-pulso despaiarizante, mostrada un Vg12 de apzuximadfimen~c -20 mV, 
Ai superfundir las cbldas con dotarizina (10 m) se produjo un notable bloquea de la TB, 
(figura 24A), que se acompafi6 de un significativo despiaaamiento de Ia cuma de inactivaci6n 
hacia potenciales más K.perpohrizados. Así, en presencia de dotarizina, la curva de 
inxtctivacida de los canales P/Q mostrri un Vtn de aproximadamente 4 1  mV, lo que indica 
que el ua~amiento de Ias cdlufas con dotarizina favarece la inactivrtción de los canales de cal+ 
del subtipo PIQ.  
m 
Como se Xtn comentado previamente en varias apartados de fa Introduccibn, la teoría 
rierrrogEnica a neurovacrilar sobre LB etiopatogenia h la migraña postula que la liberación 
exocitdtica de determinados péptidos uaswac€ivos pudria estar implicada en la ginesis de la 
crisis migrañosa. También hemos comentado que los canales de ca2+ del subtipo P/Q pueden 
eaar impIicadas en La iiberaci6n de neurutransmisures en determinadas psepmaciories 
neurondes. Con estas premisas, nos parecid iriraesante comprobar si la dotctrizina, qtie se ha 
n~ostrado como un bloqueante de cunales PlQ c~mo hemos visto en d apartado anterior, era 
capaz de modular o bloquear La tibeación de neurorraosrnisms. Pam ello hemos elegido dos 
modeios experiwn~des diferentes: par un lada hemos estudiado la libesrici9n de 
c ~ ~ e c ~ j ; u m i ~ s  &~ ~atlada riiedimte la nplicairjn de sotucianes despolarizants en cSiu1~5 
cremafines bovinas, un p im ío  en el que esbi ahímiente implicada la enrradn de ~ n "  al
cibsol a traves de cmaies tipo L y cmales de t i p  PJQ, y, en sesundo tugar, hemos estudiado 
la libemión de ['IFQ-NA desde oeirronar simpáticas, un pmceso en el que tambiin parecm 
intervenir los canales de ~ a "  del subtip~ P@. 
Lst liberwidn de catecolminas p r  Células crrimafines bovinas se esludi6 mediante 
técnicas de regisiro ampemmétrici, (Borges y col., 1986). Brevemente, las células ( 5  
miDones) se caIcabm en una peque@ chara y se perfundían continuamente con una 
soluciaa Krebs-HEPES en ausencia de ~ a "  @ ~ a ? +  nominal) y en presencia be 
con~entraciones distintas de e con d objetivo de mnntener distinto grado de dcspo~arizacicin 
de las célrilrts. 
Tras un periodo de estabiljzaci6t (habitualmente 1 h), las celulas se estimularon de 
forma intermitente, a intervdas de 2 min, mediante la aplñcacidn de puIsos breves (2 S) de una 
saluci6a de K+ (IOO &, con reducci6n isosmOÜcii del Nat) que contenia 2 mM de caz' 
(1~1~'/2Ca'?. La figura 25 muestra dos registros típicos obtenidos en dos experimentos 
realizados en &Idas cromafiaes bovinas incubadas en presencia de 5,I mM de K* [panel A) o 
rlt: 17,7 mM de Kf (panel B), y el bloqueo producido por la datarizina en ambos casos. 
Estus resu'ftados indicaban que; la datañzina era capaz de bloquear la secreción de 
catecolaminas mediada por la entrada de c$* del subtipo PIQ mstrmdo ademús 
cnracterisgcas de voltaje-dependencia, de forma sirnilar a 10 observado en los registros 
electrafisioldgicas, sierido mayor el grado de bloqueo observado cuando Ias d l u I í x  se 
mantuvieron en un estado ligeramente despolarizado mediante su incubación en presncia de 
17,7 mM de K*. 
Para comprobar esta pr~piedad e voltaje-dependencia en d bloqueo de !a libei-aci6n de 
neur~t~an~misores, se repitiú este tipo de experimentos pro perfundiendo las celuias con 
sotucionff de Uebs-Hepes con distif i t~ concentmcioncs de K+ (1,2 K+: 5,9 Kt: 17,7 K'; 35 
e; 59 Ki y 70 K?, estimulando la secreci0n can una solucih de Krebs-Hepes que contenfa 
100 & de K+ y 2 nihii de CBI+ (la0 W2 Ca2'b Como puede apreciarse en la figura 26, el 
g& de bloqueo de la secreción por dutarizha fue incrcrnentjndosc progresivamente a 
se incrementaba el en la duci6n en La que fueron incubada las células. 
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Figura ZS+-l3loqu~o par datririzitia de la se~recihn de catecolaminas inducida por soluciones 
despolarizantes en réluIas crornafinw bovinas. Los paneles A y B muestran los picos de s e ~ x i 8 ~  
originales obmidas en dos tipos de e~cperimentm. En el panel A, Las células se. perhden continuamente 
con ana so1ucibn que contiene 59 mM de * (5,9~'10~a~> y en d panel 8, las células se perfunden 
co&uamente mi1 una solicirin que contiene K' 17,7 naM [ L ~ , ~ K * ~ O C ~ ~ ' ) .  Los puntos negros indican Ia 
estimulaoión de lei secreciiin de caternlmhas can IQOK~/ZC~~' .  La dutarizina se adminisM durante 10 
rnb @m horizontal negra]+ E1 C Riuatm las mediask,e.a. de 5 experimntos w todos los casos 
***psg,WI son d ~ f & m ~ i ~  estadísticamente sipnificativas obtEnldas con el test de la t de gtudmt con 
tespecto al bloqueo diseryado en céIuks supofiindidas con 5,9K'//0GaZ*. 
N" de pulsos 
Figura 26.41 grado de bloqueo de la swrecibn de catecdaminas por dotarizfna depende de la 
conc&cacibn exbcelular de p. La figura muestra la media de los resultados obtenidos en cxpwimentos 
d i z a d o s  en el protocolo de la figura 24, hcaibando las &Idas m presencia de diversa concentracioms de 
Kf corno se indica, ~a dotarizina (3 se perfundio desde 5 mia antes del 4' pulsa despoJañmte 
(100~+12&~+) y durante d tiempo indicaba por Ia bami honZOnta1. Los datos se expresan oomo el % de 
bloqueo de la secreoi6rc rqwto  al 3u pulsa en cada experimento iadividud y corresponden a ta 
m e d i ~ . e . m .  de 5 experimentos en todos los casos- *H@,Ofll son diferencias estadísticamente 
significativas abenidas can el test de Esr t de studwt con respect~ a 1s valores obtenidos con 5=9~+ /0~a"  y 
1,29~+,4l~a~+. 
E;i posible efecto bloqueante de la dotarizlna sobre la liberacidn de neurotransrnisores 
también se midiendo la liberacih dé [%]-NA de neuronas simpáticas. Para ello, se 
cstlmlilarmi las n m n a s  simpáiicas mediante la apficaciíin de una solución despolarizante (70 
mM K'12 mM caz? durante 1 min, pudiéndose repetir la estimiitacibn de las dlulas a 
kíerrdos de 15 mia. 
%m estudiar el efecto bloqueanfe de dotarizina y flunarizina sobre la libeiación de 
[%]-M,, ambos f&fflacos se incubaron durante 10 min antes de la estimulacih con Kf. La 
Iikaci6n basaI (previa a la estimulsici6n) fue "18046 cpm (n=39) y la liberacidn inducida por 
E? de W22G74 cpm [ri=13), Como se muestra en la figura 27, tanto la dotarizina conio ia 
flunari%ina bloquearon la liberaci6n de [ 3 ~ ] - ~ ~  de las neumoas simpáticas de forma 
conceritracián-deperrdiente7 ton una CIsa de 69 fl y 2,8 a para datarizina y flunariziaa, 
respectivamente. 
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Figura 27.-Efecto del Moqueo de la liberacián de [3J+noradrenalina en netrronas simpáticas de 
rata, Las wumna se essimuIaron con P2 70 mM durante I min. hs fjrniatw se pprtincuharun duranre 
10 min antes de inducir la liberacián de I ~ N ~ - N A  con la solución deopolarironte. Las datos se expresan 
mma el porcentaje de Ia liberacíbn neta inducida por en auscncia del fih-maco y co~espuiden n fa 
medi&.e,m. para 7 y 6 experimentos con dotarjzina g flunaizina, respectivamenle. 

En esta primera parte de fa Tesis se estudiasi los distinros mecanisnios por los cunIes la 
dumizina modpÍa la ~untractilidad vascular. Así, en primer lugar se estudid las poslbks 
diferencias entre los vasos de gran capacitancia (arterias aorta y femoral) y los de resistencia o 
~ c r u ~ a s u s  (arte& vertebral y 4" m a  de la mesentérica). 
Se sabe por la bibfiografia, que la ddatarizina es un bloqueante de tos receptores de 
semtsninci dr;X setbtipo S-HT, @rasó y col,, 1996; Moatiei y COI., 19973. De aquí que la 
dotarbina muestre ua buen bloqueo de 13 mtracci6n vascular inducida poi' sefotonjíia en los 
cuatro VSQS estudiados (CI,s drededor de 1riM). Es interesante destacar que la Ovnarizina, 
aunque na presenta propiedades bbqueantes del receptor de 5-HT (Montiel y col., 19971, 
produjo un bloquea de la coritraccibn en los vasos de resistencia, pero no en los de gran 
capacitancia. Esta diferencia es eqlica'bIe porque la contracción inducida por diversos 
ilgonistas vas~:onstrictores en vasos de gran cctpcitancia se debe fundamentaiinente a la 
moviluwi6n del calcio desde depósitos Intracelulares; y as$, aunque estas arterias expresan 
las canales de calcio del subtipo L (Godfrai~ld, 1989) dsts  no son reclutados porque !os 
diversos agonistas que inducen L conuacci6n vascular no producen \a despolarización de las 
fibras musculares lisas necesctría p m  la apertura de estos canales (Cauvin y Van Breemen, 
19851, Por cí contwio, las arterias de resistencia se contraen por agentes que reclutm los 
canales de calcio del subUpo L, favoreciendo así l a  entrada de calcio en las celulas rnusculales 
lisas (Benham y Tsien, 1984). Esto explicaria por que la conti-accidri inducida con 
naradrenaiina en la aorta de coneja, es resistente al bloqueo de los canales de calcio del 
~ ~ M i p o  L corno ttittiazern y por que, en cambio, este f6rmaco bloquen 1~ contracción en lus 
vww de resistencia como Ias arterias mesentéricas (Cauvin y Van Breemen, 1984; Tejefina y 
col., 1992). Esta también podria expIicac, por qué la flunarizina, bloqueante de tos canales de 
~ d c i u  del subtipo L vascular, pem no de 10s receptores de 5-HT [Montiel y col., 19975, no 
bloquea la contracción inducida por 5-HT en la arteria aorta (figun 12A) y en  la ivteria 
femord & (figura 1231 ,  raienúas que si blaqiiea la contracci6n de [U 4a rtmii de la 
mexia mesentencs (fiewa 12D) y !a arteria vertebral (figura 12C). 
aro  problema que se ha planteado en esta Tesis ha sido estudiar la posfbIe selectividad 
de h clotarizina por un determinado receptor. Así, se ha obsersado que ln dotaizina no es 
capm de bloquear la conaracciBn inducida pos la activacibn del receptor a-adrenérgico, o Ia 
contrairci6n inducida por ia adiciDn de Ag II o de PGFz, (figura 14). A! igual que Ia 
btanseckua, In dartvizina parece bloquear de foma bastante selectiva el receptor de 
serotonina (S-HT2), si bien es de des~acar que Ia CZ50 de la doarizina para el bloqueo de la 
contracción de la arteria aorta, femoral y vertebrd estimulada por 5-HT he unas 7-8 veces 
superior que la de ketmserina; y unas 30 veces suprior en el caso de la C rama de Irt arteria 
mesent&icn (tabfa 7). Estos datos sugieren que tanto la dotarizina como la keansefina podrían 
actuar bbloqueando distintas subtipos de receptores para serotoninrt en los diferentes lechos 
arzerides estudiados, De hecho, se ha 8escrita la existencia de distintos subli.pas de receptores 
de 5-HT median la coslbawiSn en &tiatos lechos vftscuiares (Parsons, 199 1). 
Can respecto a este efecto antiserotoninérgico de la dotarizina, resulta interesante 
iiesta~icar r=l hecho de que, al cmtraria de lo que 0t:un-e coa la ketanseriraa, el efecto bloqueante 
de Ia damizina sobre la cuntracción inducida por 5-HT es de tipo no conipetitiva. También es 
destacable el hecho de que, a concentraci~nes submicromolares, la dota1izin.d incrernenta 
ligemeria la contracáón mixima evocada por 5-HT, io que indica la existencia de una 
interaaidn compleja de la dataizlna con 10s receptores de S-m, g /o una Interaccián con 
a l e n  otro ~ b t i p a  de receptor, dependiendo de su concent~aci6n y del tipo de {echo vasculru;. 
Debido a que los xecemres de serotonina S-HT26 se han visto también implicados en Ia 
fisioptologia de ia m i g d a  f Scbuck y col., 19%: Jnhson y col,, J 9981, estarnos intentando 
exp;arlús en mocita, en nuestro labatorio, para ver zi ia dotxizina se une .a ellos. 
1.ZrEFECTO CALClOaANTAGONISTA DE LA DOTARIZINA 
Por otro lado, cama ya henios conlentado, el mecanismo vasodilaiador de la dotarizina 
posee un segundo componenle, como es el bloqueo de los canates de calcio voltaje- 
dependientes (figuras 14A y 188: también ver Tejerioa y eol., 1993; Villanoya y col., 1995; 
Moniiel y col., 1997). A nivel vascular, el canal de calcio del subtipo L es el resporisable de la  
contr~ciún debida a la de.espojarizaciÓn de los vasos, siendo el nifedipino el prototipo de 
magonista de calcio, de naturaleza dihidmpiridínka {Fleckens~eiein-Giun y Flcckeiistein, 
1%0), En esta tesis se corrobora la voltaje-dependencia del bloqueo de los cunüles de calcio 
del subtipo L por nifedipino, como se d ~ f i b i ó  en experimentos realizados por Nelson y 
W d e y  (1989) con IusoIdipinrr (m DHP) en Ia arteria mesent&ca de conejo. En contraste 
con Iú que ocurre con estas fármams del gnipo de las DHPs, con In dotaiizina, no se observó 
esta voltaje-dependencia para bloquear la contraccibn evocada por la apIicacl6n de sduciones 
despoI;trimtes (figura t 83). 
De todas faamas, en esta serie de experimentos se ha observado una diferencia 
inreresante entre h dotarizina y la flunaizina. Despues de4 lavado, en et caso de la dotai-izina, 
bs vsos rendieron a fecuperw Bntmzente su contraccidn inicial, míentras que en los vasos 
tratados cun firinarizina, el bioqueo de la crrntraccih fue progresivamente mayor tras el 
Iav& (efecto post-fármaco), Estos datos concuerdan con experimeritas anterio~zs de mi 
grupa de InvestigaciSn, donde se observaba ique la t3umlz'i tenla una tendencia d n r s  a 
acumularse en las células crcimatines bovinas (Lara y col., 1997); y como cansecuencia la 
mostraba mayor efecto citutdxico que la dotariziaa (Novalbos y col,, 1999a). 
El bloqueo por dozañzina de la coilrracci6n evocada por Kf en las vasos cerebrales es 
dependiente de la concentración de caZi del medio, de acuerdo con el concepto de calcio- 
antagonista desarrollado por Fleckenstein-Gmn y Reckensteín ( 1930) para veraparnilo, 
diltiazem y los derivados be i,4-dihidr~p~dinas, De aqui que, a bajas concentwicines de 
dotarkina {f. m), el exceso de calcio sea capaz de competir y revertir el bloqueo ejercido por 
la dutarizina en la cantracclán de la arteria cerebral media. Sin embargo, a una concentnción 
un poco supa-ior de dotarizina (3 pM), e1 calcio ya no pl~ede revertir el bloqueo ejercido pos 
ésta (figura 19)- Estos exprimentnc también muestran c6mo la dotarizina bloquea 10s cimales 
de calcio d d  subtipo L, previniendo b contracción inducida por K+ de los vasos cerebrales. 
i*3,rtQ~vso POR WTARIZINA DE LA LIBWACIÓN DE 
NEURQTRANSMTSOEaES 
EI íiltimt, efecto de la dotarizina que se ha estudiado en este apartado de reactividad 
vriscuiar, es el bloqueo de Za contracci6n evocada por estEmuiaci6n eléctrica de campo, efecto 
~onlpatfrda en menor medida, con la flunarizina (figura 15). 
respata cont&t:l en respuesta a Ia estimu!ación eléctrica es medirida por 113 NA 
Zib<=rada las tehnaciones nei~iosas shnpáticas que inei-vm los vasos cerehrafes. Se sabe 
que la liberación de la NA es c~ffirolada por el calcio que entra a t m v b  de los CCVD del 
subtipo N (Lipscambe y col., 1989; Vega y mi-, 1995; Hirata y cd., 1997), y que la doriiñzína 
bloquea las corrientes de cdcio Bebida a este y oms subtipos de candes de calcio 
neurwnaki, en experimentas de eelectrofisiología con la tknica de "parcki-clamp" en la 
confaguración de célda entera (Vilhaoya y cal,, 1995). 
LUs experimentos realizados en neuronas simprilicas muestran de forma mis 
contundente que la dotarizina bloquea la liberaciiin de NA. Así, la C1% de bloqueo de la 
libemi6n de la ~ H H ] - N A  es de 69 pM (figura 271, una concentración similar a la que produce 
un bloqueo del 50% de la contracción inducida por estirnulacibn elecrrica, en las arteiias 
ce~ebdes medias bovinas (figura 151, Se cree que la Uicwaci6n simpatics de los vasos 
cerebrales pmviem de fibras nerviosas de! gm&o axvicarl superior. Si esto es así, e l  tono 
símphtiw modulaia la contractilidad de los mos  cerebmfes y la dotsirízina reducii-ia ese 
mnti~ol, mediando Ia v-asadhraici6n. De hecho, en experimentos realizados "¿fa vii)a", 
utilizando fa sooografia trmscraneal de Doppler, la datarizina aboli6 la vrtsmunstricci6n 
cerebral provocada por fa laiperrenoilación en gatas (Czernicki y col., 1996) y en conejos 
(Kundze y cd., 2000), favoreciendo la vasodilatricidn y el aumento del flujo sangiínea 
cerebral, 
Se ha visto que en la patogenia de la migraña existe un fdlo eri la regulación del flujo 
sanguineo cerebral; esto ha sido dernmgd~ en pacientes niSgrañosos por mediu de la tEcnica 
de ultrasariidos intracraneales de Doppler (Silvestl-ini y col., 1995). Tmbien, se ha visto que 
durante los perbdbs sin migraña, los pacientes tienen una respuesta vasodilatadora 
disminuida en respuesta a una hipercapnia de las ateriolas cerebrales (Totaro y col,, 1997). 
Durante estos intervalos, ta ctotarizina, tendría una acci6n estabifizadora en los vasos 
sangufneos por interferir presinápticamente Iirnitando la respuesta cirnpatica en los lechos 
sanguineos cerebrales, y postsinipticamente, modulando el efecto vasoconstrictor de los 
receptores & 5-HI' tanto en 10s vasos de gran cappacitancia como de resiskncia, asi como el 
calcio que entra a través de Los candes de calcio voltaje-dependientes del subtipo L en los 
micmvas~s, &e uipk mecanismo podria explicar el efecto de la dotaiizina e11 la profilaxis de 
la migraña, que ya ha sido m t r a a o  en varios ensayos clínicos (Horga y col.. 1994). 
Las c&luIas cromafines de la m&& suprmend hvina constituye un excelente modelo 
para aI estudio de 10s efectos b1uque;uites de dotanziua sobre diferentes subtipus de cmaks de 
cnlclo voltaje4epndientes. Estas elulac expresan CCVD de los subtipos L, N y PIQ fL6pez 
y COL, 1994; AIbiUss y col., 19961. En estas cdlulas, Za corriente de caz' a través de los 
canales PfQ, en cudigriraci6n de dlula entera es dei 5040% (Afhiltos y col., 1996; Gandh y 
cal., t997). 
Para el eStudi~ selectivo de las efeaos de la dorarizina sobre los canales PlQ, tas 
aimentes de ~ a "  de eaugda a través de las canales de los subtipos L y N, se bloquearoa 
mcdiaote el uso de nifedipino (un bloqueante selectivo de los canales ~ a "  de del subtipo L) y 
mconobxina GYW (bloqueante selectivo del subtipo N) (OZLvera y col., 1994). La identidad 
"farmacológica" del componente de corriente resistente al bloqueo por la cmbinacidn de 
nifedipino + m-conatoxina GVM se mrroboró mediante su bloqueo compfero ti-as la adici6n 
de w -agatoxína N A  (un bloqueate de cmdes PIQ). La dorarizina y la  wagatoxina IVA 
bloquean la misma fracción de corriente de entrada de calcio a través de los canales de ~ a "  
m configumci6n de Icrelula entera (figura 20). ElSto su@ei.e que la dotarizina, al Igual que Ia w 
agatoxina INA, bloquea Los canales PIQ de las céhlas cromafines, Pero el niecmisino & 
blqueci varia mucho entre 10s dos componentes. Así, la w-agatoxina IVA , contrario a lo que 
-cede con la do~rizina, blaqrica la corriente debida a las candes PJQ de Forma paralela y sin 
pm-r su inactivación (figura 281; ésto murre con pul= cortos y largos (experimentos no 
mostmdos). 
~~,CAUCTEX&T~CM DEL BWQUFX) POR IKlTARIZINA DE LDS CANALES 
p)Q 
EQ esta serie de experimentos se comprobb que eI efecto bloqueante de dotatkina del 
mmponentc P/Q en las células cramafines bovinas es concentración- y tiempo-dependiente 
(figurn BA). La alta llpofilicidad dd compuesto (Lara y col., 1997) podrin explicar el knto 
acceso al canal de CZ.? P/Q en la membrana pbsm&ica. Debido a su elevada lipofilicidxí, ]a 
hfifizina podría atravesar fácilmente la bicapa Iipídicü y permanecer unos pocos se,ouidos 
3cumuI;ld;i en la membrana plasm6tica. Asi* la lentit~id del bloqueo de Ea corriente, se debe 
estudiar en la cin&ica del propio cand de cdcio, que reqiiiere una conformi6n determinada 
para permitir el accesa y la unián de la &&ha a si receptor, el canal de ~a' del subrñpo 
Po. Sugiriendo estos datas que la dotarizina podía actuar sobre el cmd de ~ a "  PIQ en su 
estada abierta. 
El marcado cambio cinetico de la IB, ~bservstdo durante la apilcacidn de dotnrizina 
podria ser debida a v a b s  mecanismos de acción, entre ellos un posible efecto uso- 
dependiente del bloqueo (se produce mayor bloqueo al estar mas tiempo abierto el canal), un 
posible efecto voltnje&pendiente (se produce inayor bloqueo al manrener la célula 
despalarizada durante el pulso) u un posible efecto sabr'e las propiedades de inxtivaci6n de 
ios males  de Cal' del subtipu PQ. 
Asi, por ejemplo, cuatido la h r a c i h  dd pulsa test despalarizante fue mayor, el bloquea 
de la lidlfima parte & la corriente fue más p~ununciada. Es interesante ver, corno la dotarizina 
Moquerí ígualmente el pico de la ha, tanto en respuesta a pulsos despola-izantes cortos j l5,50 
ms) como a pulsos largos (500, 1000 ms); mientras que la d I r h  parte de ha se bloqueó mds 
a puIsos despalarizaates largos (datos no mostradas). Esto se puede interpretx de la siguiente 
manefa. Al principio, en tin pulso largo toda las canales están abiertos, así, la dotririzina se 
une a su receptor, cerrando los cardes gradualmente y prumovkndr, la inactivación de la 
corrieMe. C Q ~  pulsos muy cortos, la dotarizina no tiene tiempo suficiente para actuar, ~uar i to  
mayor e;$ la duraciSn del pulso, mayor es la uniiin del compuesto a los canales abiertos y 
mayor el bloqueo. Esto explica, el porqué la dotarizina bloquea nlús drjsticztmente en ici 
f i l r b  parte & la b,en vez del pico de 4, y porqué la dotarizina muestra un bloqueo Wyor 
de íBa Frecumcias máts rapidas de estirnulacian (figum 22): cuanto inayor es la frecuencia, 
mayor es d tiempo en que e1 C& P/P esta abierto y la dataizina accede a su receptor inejor- 
Otra carackríwica interesante de la dotarizina, es la vallaje-dependencia del bloqueo, Se 
abserva un bfqueo mayor, a V,, más despr>lxi.zados (-60 mV) con i*especra a potenciales mas 
hiperpolarizados (-80, -LW mV) (figura 231, lo que sugiere que la dorarizina se une mejor a su 
receptor cuando la membrana esta mas despolarizada y por tanto un mayor nernero de canales 
se encuentra en estada abierto. Finalmente, también, parece que Ia doriirizinn hvoi-ece el 
est.ado inactivado de tus canales P/Q, par el. míiicad~ &spl;izamienta de Iris cu~.vas de 
inmtivaciirn hacia la iaquierb (25 mV) (figura 24). 
Los canales de ~ a ' '  del subtipo PIQ se han implicado en el control de la secraibn de 
neur~transmissres ea distintas áreas cerebrales (Luebke y COL, 1993; Mintz y col., 1992). Por 
ello considermos internsante estudiar si eJ mecaismo de bloquea de la dotarizina sobre los 
candes P/Q, contribiúa de f m a  relevante en el control .de la neumsecvreci6n. Se utilizaron 
concentraciones de dotarizina que bloqueaban 10s males PPQ y se observó que b dstailzina 
inhibia la ilberd6n de ca&mxla~rasis eshul;ida por pufsos cortos de K'. Como ia señal 
secremra es debida a los canales de ea' del subtipo PIQ (López y col., 19941, parece que el 
ekcm bloqueante de la d ~ d z i n a  en la secrecidn de c a ~ e c ú l ~ n a s  es debida, en p-te ,  .ti la 
aceivación de 10s canales PIQ. &mas, este bloqueo de la secrecibn por dotar.izilia, fue mayor 
cuando Iás c6lulas estaban despularizadas. Esto podría tener implicaciones terapkutlcas y 
fisiopatológicas en el uso potencial de dotanizina en pacientes can dolores migrufiosos 
crónicos. 
3.-PAPEL DE: LA DOTARIZINA EN ELTKATA~ENTO DE LA M-IGRAÑA 
La dotarizina es un famaco con .dcci6n antise1vt~niin6rgica 5-EIT1A y 5-tET2c, acción 
cdcio-antagonista de amplio-espectro y acción anthistdica que se quiere posicionür en la 
dínica corno preventivo de la cfsis rnigmfíosa. La profilaxis de la migraña, más que el 
kaamíenao de la crisis, es un objetivo cliriico prioritario, es Ias horas de trabajo que se 
&e y sobre $&, es Ja meJurfa de L calidad de vida de los pacientes. En la profilaxis de 
]a mi&r&a se han utilizado calcio-antagonistas tipo verapamilo y Llunacizina. Sin einbarso sus 
efectos colaterales vasculm y neur~~ógicos limitan su utilidad. En relaci6n can esto, los 
estridios desmolIadas indican que la dotarizina, derivado pipefazfnico químicamente 
lc-elaci~nado con ka flunwizina, es un fknaco más favorabk que ésta debido a bs siguientes 
hallazgos: 
1. La mayoría de las acciones estudiadas con dotarizina son reversibles y no presentan post- 
efecto como la Bunarizinn, Esta significa que 13 dotni-izina tiene menos capacidad de 
acumut ac ih  en membwnüs ceiulwes y por tiiotcr presentsria menos efectos secuildarU.ios, 
entre dfas los C m t r d e ~ .  
2. Se nenesitaa macentraiones más elevackgi de dotafina que de flwiaxizina para inducir 
tuxicidad ceItiIar, valorada corno Iiberaci6n de iactato deshiiidi-openasa al medio 
extracelular en cultivos celulares, 
3. La dotariziaa mostrd xciBn mtiserotmin&gica en todos tos lechos vasculai-es estudiados 
(aorta, femoral, mese~iaérica y va-tebral) mientras que Irt flunarizíea sdlo fue acriva en Ia 
arteria mesentirica 
Por Q ~ U  la&, debemos recordar que en la fisiopatobgia de la migraña se implican 
hctores vnsculares (Lance, 1981; WaIf, 1987) y neurogenicos (Moskowitz, 1992; Mciskowitz, 
y Macfwlme, 1993). En este sentido, la liberacion de neurup6phdas vasoactivos de las fibras 
nerviosas arigemindes, parece ser ufi punto impomnte a tener en cumta durante fa crisk 
migra50sa. Sí la Iibcración de neuropéptidos uasonctivos es contiolada par el ~ a "  que entra a 
través de 10s CCVn del subtipo PIQ, entomes cabe esperar que bfqueándolos con dorarizina 
se prevenga la neurrisecreción y con ello el ataque migrañom. Se ha descrito una isquemia 
cerebral foca1 que precede al ataque de migcaiia (huritzen, 1994; Lauritzen y col., f 483; 
Welch y col,, f 995). Esta situación podrfa favorecer la daprilarizaei6n de! tejido neuronal, lo 
que favorecerfa !a ununión de la datarizina a su receptor, frtcilirindose el bloqueo voltaje- 
dependient~ de fa dotarizina sobre los canales P/Q abierros. 
CONCLUSIONES 
La dotarkina bloquea de forma selectiva la conwacciún evocada por S-HT ea distintos 
khcis va~cuIases tanto a nivd perif6xico como cerebrd mediante un mecanismo dud: 
bloqueo semroninérgico y bloquea de canales de catcio. 
La dotarizina bjoquea en forma no competitiva los receptores S-HTF. 
El efecto calcio-antagonista de la dotariziná no muestra propiedades de voltaje- 
ckpeodencia. 
La domizirra bloquea la cantracci6n evocada por estirnulación eiéctrica de campo, 
probablemente por bloquear la iibemi6íin de NA desde terminaciones nerviosas. 
2,-EFECTO DE DOTARLFZRVA SOBRE CANALES DE CALCIO PIQ 
La dotarizina bloquea las corrientes globales de en forma concentración-, voltaje- y 
uso-dependiente. 
* La dotacizina favorece la inactivacidn del canal PfQ 
3*-EFECTO SOBRE LA LIBERACIÓN DE NEUROTRANSMISORES 
* La dohrizllia bloquea la liberación de ['HJNA en neul-onas simpáticas de rata. 
* Bloquea La secreci6n de: cá1tecoIminas de &Idas cromafines bovinas. 
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